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Uno de los rasgos más característicos de la sociedad moderna es el uso de nuevas 
tecnologías. Una nueva tecnología esta acompañada casi invariablemente por el 
descubrimiento de nuevos materiales. Por ejemplo, la fabricación de estructuras bien definidas 
con materiales en la nanoescala es una de las claves de la nanotecnología. Los nanomateriales 
se definen como materiales constituidos por unidades estructurales básicas con un tamaño 
menor de 100 nm en al menos una de las dimensiones. Un nanomaterial que esta atrayendo 
mucho la atención en diversos campos de investigación son los nanotubos de carbono (CNTs). 
Dadas las excelentes propiedades químicas, mecánicas, y la alta conductividad eléctrica y 
térmica de los nanotubos de carbono, el diseño y preparación de estructuras tridimensionales 
(3D) organizadas de CNTs podría ser de gran interés. Los materiales así creados podrían 
encontrar numerosas aplicaciones en una enorme variedad de campos tecnológicos. 
1.1. NANOTUBOS DE CARBONO. 
Los nanotubos de carbono son una de las formas alotrópicas del carbono, junto con  el 
grafito, el carbón amorfo, el diamante, el diamante hexagonal y los fullerenos.  
La primera evidencia de la existencia de filamentos de carbono de naturaleza tubular y 
tamaño nano se cree que apareció en 1952 en la revista Journal of Physical Chemistry of 
Russia,1 aunque el descubrimiento oficial no fue hasta 1991,2 por el japonés Iijima. Desde 
entonces este nanomaterial ha despertado gran interés en diversos ámbitos de investigación, 
debido principalmente a sus posibles aplicaciones tecnológicas. La estructura de un nanotubo 
de carbono en su forma más perfecta consta de redes hexagonales de átomos de carbono con 
hibridación sp2 que se enrollan para generar un cilindro hueco. A su vez, los extremos de esta 
estructura cilíndrica pueden quedar recubiertos por media molécula de fullereno. El fullereno 
es una forma alotrópica del carbono con hibridación intermedia entre sp2 y sp3, lo que hace 
posible que los átomos de carbono se combinen formando hexágonos y pentágonos dando lugar 
a estructuras esféricas cerradas. 
Generalmente se utilizan 3 métodos para la preparación de CNTs: descarga por arco 
eléctrico, ablación por laser, o deposición química en fase de vapor (CVD, del inglés chemical 
vapor deposition). Las dos primeras permiten obtener nanotubos de alta pureza, aunque en 
pequeña cantidad. La técnica más usada comercialmente es CVD, ya que permite la obtención 
de mayores cantidades de CNTs. 
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1.1.1. Tipos de nanotubos de carbono. 
Dentro de los CNTs están incluidos varios tipos de estructuras: De pared simple (SWCNT), 
doble (DWCNT) o múltiple (MWCNT). Los primeros pueden describirse como cilindros 
formados cuando láminas aisladas de grafeno se enrollan sobre sí mismas, con diámetros entre 
1 y 2 nm. En el caso de los DWCNTs, son dos láminas las que se pliegan en torno a un eje. Los 
MWCNTs consisten en una lámina de grafito (una pila de láminas de grafeno) enrollada en 
cilindros concéntricos, con espacios de 0,3-0,4 nm entre las capas.3 También existen otros tipos 
de estructuras similares a los CNTs, como carbon nanohorns, carbon nanoshells, bamboo like 
structures, y carbon nanotori.4 
La estructura de un nanotubo viene especificada por su vector quiral, que se define por sus 
vectores unitarios (m, n) (Figura 1.1). De este modo, los nanotubos se pueden clasificar en  
función de la orientación de las redes hexagonales de C entorno al eje, dividiéndose en dos 
grande grupos: aquirales, o simétricos, en los que las disposiciones hexagonales en el tubo son 
paralelas al eje, bien con estructura de butaca (n=m) o de zig-zag (m=0), y quirales, o 
asimétricos, en los que los hexágonos tienen un cierto ángulo con respecto al eje del tubo, es 
decir, cierto carácter helicoidal,  0 < |m| < n). 
 
 
 
Figura 1.1. Esquema de la estructura “panal de miel” de una lámina de grafeno. Están dibujados algunos 
de los vectores en torno a los cuales puede enrollarse para formar SWCNTs. (A). SWCNTs formados 
plegando la lámina de grafeno en torno a ejes con distintas orientaciones (B: butaca, C: zig-zag, D: quiral). 
Lámina de grafito enrolladas en cilindros concéntricos formando un MWCNT con el final abierto (E).5 
1.1.2. Propiedades de los CNTs. 
Como ya se ha comentado, el atractivo de los CNTs reside en sus excelentes propiedades 
físicas, mecánicas, eléctricas, térmicas y en su reactividad química. Las propiedades de los CNTs 
son muy dependientes de su estructura, que a su vez viene condicionada por el proceso 
mediante el cual se sintetizaron.  
Estructuralmente los nanotubos constan de dos zonas diferenciadas, las paredes y los 
extremos, cada una de las cuales va a mostrar diferentes propiedades. Mientras que las paredes 
presentan una reactividad química similar a la del grafito, los extremos son mucho más 
reactivos, debido a la distorsión generada en los orbitales π de las semiesferas de fullerenos.  
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Los nanotubos suelen presentar una elevada relación longitud/radio, además de una gran 
superficie específica, que puede llegar a alcanzar valores de 14.000 m2/g.  
En lo referente a sus propiedades eléctricas, los CNTs presentan un amplio margen de 
conductividades, en función de su diámetro, quiralidad y el número de capas de su 
composición. Los SWCNTs pueden ser semiconductores o conductores en función de su vector 
quiral. En cambio, los MWCNTs son siempre conductores, ya que en todos los casos alguna de 
sus capas será de tipo conductor. Además son materiales piezoeléctricos, que se pueden 
expandir o contraer con la aplicación de un voltaje eléctrico.  
Si las propiedades eléctricas son sorprendentes, las propiedades mecánicas pueden llegar a 
serlo aún más. La estabilidad de los enlaces entre los átomos de carbono les proporciona la 
capacidad de ser unas de las fibras más resistentes que se pueden fabricar hoy día. Por otro 
lado, son capaces de deformarse notablemente y de mantenerse en un régimen elástico frente a 
esfuerzos de deformación muy intensos. El módulo de Young de los nanotubos puede oscilar 
entre 1,3 y 1,8 Terapascales.  
La conductividad térmica de los CNTs presenta una gran anisotropía, siendo mucho más 
elevada en la dirección paralela a su eje (hasta 6000 W/m·K) que en la dirección perpendicular, 
en la que muestran una escasa conductividad térmica. Así mismo son enormemente estables 
térmicamente, siendo aún estables a 2800 ºC en vacío y 750 ºC en aire. 
1.1.3. Aplicaciones de los CNTs. 
Gracias a estas cualidades se abre un gran abanico de posibles aplicaciones para los CNTs en 
campos muy diversos. Dada su gran superficie y su baja resistividad, una de las aplicaciones 
más importantes de los CNTs es en el campo de la electroquímica, en el desarrollo de 
supercondensadores,6-8 dispositivos para el almacenamiento de hidrógeno,9 pilas de 
combustible10-12 y fabricación de células solares.13-15 En el campo de la nanoelectrónica16 los 
nanotubos de carbono pueden ser utilizados para fabricar múltiples dispositivos, entre los que 
destacan los transistores17-20 y las memorias informáticas.21,22 Los nanotubos también han 
mostrado gran potencial en la adsorción de diversas sustancias químicas gracias a su elevada 
área superficial y estructura porosa.23-26 De entre las múltiples aplicaciones de los nanotubos de 
carbono, también cabe destacar su utilidad en dispositivos de emisión de campo,27,28 en 
optoelectrónica,29-31 en biomedicina32-35 y como aditivos en composites poliméricos o 
cerámicos,36-42 para la mejora de sus propiedades térmicas, eléctricas o mecánicas, entre otras. 
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1.2. TÉCNICAS DE NANOFABRICACIÓN. 
Existe una gran variedad de técnicas capaces de crear materiales nanoestructurados con 
varios grados de calidad, rapidez y coste. Todas ellas se pueden agrupar en dos grandes grupos, 
bottom-up (de abajo a arriba) y top-down (de arriba a abajo). Aunque se trata de técnicas 
opuestas en cuanto a la filosofía de operación, ambas convergen en su finalidad. 
Las técnicas top-down consisten en la minituarización de macroestructuras. En este 
enfoque, la capacidad para moldear, cortar y tallar piezas limita el tamaño de los dispositivos 
que pueden ser construidos. En este planteamiento se utiliza, por ejemplo, la litografía con 
radiación visible a ultravioleta para acceder a la escala de las micras, y rayos de electrones para 
alcanzar dimensiones de entre 10 y 100 nanómetros.  
En cambio, el planteamiento bottom-up está basado exactamente en lo contrario, es decir, 
en ir de lo más pequeño a lo más grande, construyendo dispositivos a partir de sus 
componentes últimos. La fabricación bottom-up se basa en procesos de ensamblado, y utiliza 
componentes básicos muy variados, tales como átomos, ácidos nucleicos, proteínas, 
nanopartículas o nanotubos para construir los diferentes dispositivos. 
La gran variedad de enfoques de este último conjunto de técnicas, se puede dividir en tres 
grandes categorías:  
• Síntesis química: Esta técnica se emplea, por ejemplo, para la síntesis de nanopartículas. 
• Ensamblado posicional: Es la única técnica capaz de manipular y posicionar átomos y 
moléculas uno a uno.  
• Self-assembly o autoensamblado: En este caso las subunidades se colocan por sí mismas en 
estructuras ordenadas, mediante interacciones químicas o físicas. El ejemplo más típico de 
autoensamblado es la formación de micelas. 
1.3. ESTRUCTURAS ORGANIZADAS DE NANOTUBOS DE CARBONO. 
Para poder desarrollar el gran potencial de los CNTs en nuevas y prometedoras aplicaciones 
es necesario el ensamblado de los nanotubos en estructuras organizadas, tanto en dispositivos 
moleculares o a nano-escala como en forma de composites.43  
La inclusión de CNT en compuestos nanoestructurados, además de mejorar las propiedades 
mecánicas, puede aportar una segunda funcionalidad al material, como conductividad eléctrica, 
térmica, etc. Uno de los requisitos más importantes para obtener materiales compuestos con 
buenas propiedades es conseguir una dispersión homogénea de los CNT ya que de este modo se 
incrementa el área superficial de contacto con la matriz, promoviendo la formación de una 
interfaz apropiada entre ambos.44  
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Sin embargo, la construcción de arquitecturas organizadas de CNTs es todavía un cometido 
difícil de conseguir. Actualmente se han preparado diversos dispositivos de CNTs con patrón 
definido en dos dimensiones (2D), e incluso algunas en tres dimensiones (3D). 
Los métodos descritos para generar estructuras jerárquicas de CNTs, pueden agruparse en 
dos enfoques principales: el ensamblado de CNTs durante su síntesis, o después de su síntesis.  
1.3.1. Ensamblado de CNTs durante su síntesis. 
Generalmente, en estas técnicas de ensamblado la disposición de los CNTs se organiza sobre 
sustratos con un patrón gravado previamente, mediante procesos catalíticos que determinan un 
patrón en el crecimiento, o empleando máscaras con un diseño determinado. 
Por ejemplo, mediante técnicas de CVD se pueden crecer tanto MWCNTs45 como 
SWCNTs46,47 alineados en vertical sobre sustratos tratados con metales catalizadores. En este 
tema, Dai48 apuesta por el empleo de complejos organometálicos en técnicas de CVD, ya que de 
este modo se proporciona tanto el metal catalizador como la fuente de carbono, por lo que se 
puede realizar la síntesis en un paso, sin necesidad de tratar previamente la superficie de los 
sustratos con un catalizador.49,50 
Este tipo de estructuras de nanotubos alineados en perpendicular también se han preparado 
utilizando nanotubos con los extremos abiertos. La ventaja de estos nanotubos es que en este 
caso la cara interior de las paredes de los CNTs también participa en el transporte eléctrico, 
mejorando su conductividad, por lo que las aplicaciones de estos dispositivos estarán orientadas 
principalmente hacia el campo de la microelectrónica.51 
Recientemente, Baughman et al.52 publicaron un trabajo en el que estudiaron la 
optimización de las condiciones de síntesis de CNTs mediante técnicas de CVD. De este modo 
lograron prolongar el tiempo de vida útil de los catalizadores, y con ello, el tiempo de 
crecimiento para los CNTs, lo que les permitió sintetizar “bosques” de CNTs alineados en 
vertical de hasta 2,5 mm de altura (Figura 1.2). 
 
 
Figura 1.2.52 Un ejemplo de los bosques de 
nanotubos alineados en vertical. La escala se 
muestra en mm. 
 
 
Un trabajo que pone de manifiesto las excepcionales cualidades de los CNTs y el interés que 
presenta la construcción de estructuras organizadas con este nanomaterial es el publicado por 
Ajayan, en el que quedó patente la flexibilidad estructural de los CNTs.53 En este trabajo se 
prepararon films de MWCNTs alineados verticalmente, y observaron que al ejercer una 
presión sobre estos films los nanotubos se plegaban formando ondas hasta ocupar hasta un 85% 
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menos de volumen y, una vez liberados de la presión, recobraban prácticamente su longitud 
original. Además de este comportamiento súper-compresible, los CNTs también poseen gran 
resistencia mecánica y baja densidad, por lo que podrían ser los mejores materiales para la 
preparación de espumas ultraligeras con aplicaciones en la construcción, como sistemas de 
disipación de energía o como recubrimientos protectores.  
También se ha descrito la preparación de diversos composites híbridos de nanotubos y 
polímeros. Por ejemplo, Jung et al.54 sintetizaron diversos composites flexibles de nanotubos y 
PDMS (polidimetilsiloxano). En primer lugar formaban patrones de MWCNTs alineados 
mediante técnicas de litografía y, posteriormente, los incorporaban sobre una matriz 
polimérica de PDMS. Estos composites conservaban la conductividad bajo condiciones de 
tensión o compresión, por lo que podrían utilizarse como dispositivos eléctricos y 
electromecánicos. Las aplicaciones de estos dispositivos van desde emisión de campo hasta 
sensores de gas o indicadores táctiles de presión (Figura 1.3). 
 
 
 
Figura 1.3. Fotografías mostrando la geometría versátil y flexible de composites de MWCNTs embebidos 
en una matriz transparente de DPTMS.54  
 
La preparación de dispositivos de CNTs alineados en paralelo presenta grandes dificultades, 
aunque se han descrito diversas modificaciones en las técnicas de CVD para lograrlo: 
empleando sustratos micropatroneados, aplicando campos eléctricos o magnéticos, o 
controlando la dirección del flujo de vapor en los sistemas de CVD.43 
Una estrategia comúnmente utilizada para la obtención de estructuras ordenadas es el 
empleo de moldes. En un trabajo publicado por Che et al.55 se describe la preparación de una 
membrana de túbulos de carbón grafítico alineados en vertical empleando un molde de 
alúmina. Una vez eliminado este molde, se crecieron CNTs en el interior de los túbulos de 
grafito (Figura 1.4).             
 
                                                      
Figura 1.4.55 Micrografía de SEM  de la 
membrana de túbulos de carbono una vez 
disuelto el molde de alúmina sobre el que se 
construyeron. Detalle: Micrografía de TEM de los 
nanotúbulos sintetizados en el interior de la 
membrana de túbulos. Las escalas son 1 μm, y 20 
nm en el detalle. 
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La inclusión de iones de litio o nanopartículas metálicas con actividad electrocatalítica en 
esta doble membrana posibilita su aplicación, respectivamente, como baterías de litio o como 
pilas de combustible. De este modo, ambos tipos de túbulos, exteriores e interiores, estarían 
contribuyendo en la electrocatálisis, aumentando su eficiencia. 
1.3.2. Ensamblado de CNTs posterior a su síntesis. 
La literatura sobre el ensamblado de nanotubos una vez sintetizados es menos extensa que 
en el caso de la preparación de dispositivos ensamblados durante la síntesis. En este apartado 
destacaremos tan sólo algunas de las estructuras que se han preparado de esta forma, centrando 
la atención principalmente en la obtención de estructuras tridimensionales y porosas de CNTs. 
1.3.2.1. Láminas. 
Anteriormente se ha mencionado el posible empleo de los CNTs como agentes de refuerzo 
en composites poliméricos.40,56 En esta línea, Dugal et al. dispersaron SWCNTs en una 
disolución de surfactante (Pluronic F68) y, mediante la evaporación de gotas de esa suspensión, 
los SWCNTs se autoensamblaron formando láminas delgadas. Estas láminas híbridas podrían 
emplearse para hacer recubrimientos de sustratos con CNTs, mejorando así sus propiedades 
mecánicas y su conductividad.57 
Baugham define los nanotubos aislados como fragmentos de hilos invisibles que deben ser 
ensamblados para poder formar dispositivos macroscópicos con diversas utilidades. En uno de 
sus trabajos describió la preparación de láminas transparentes de MWCNTs ensambladas a una 
velocidad de 7 m/min a partir de bosques de CNTs alineados en vertical.58 Estas láminas de 
CNTs (Figura 1.5) poseían una elevada conductividad, y demostraron su utilidad como 
electrodos altamente elastoméricos, fuentes planas de radiación de banda ancha polarizada, 
diodos orgánicos flexibles emisores de luz o, gracias a su estabilidad térmica, en la unión y 
reforzamiento de componentes plásticos mediante radiación microondas. 
 
 
 
Figura 1.5. Izquierda: Imagen SEM de un crecimiento de MWCNTs alineados formando una lámina. 
Centro: Micrografía de una estructura de 2 dimensiones fabricada superponiendo 4 láminas de nanotubos 
orientadas con un ángulo de 45º entre ellas. Derecha: Fotografía mostrando cómo dos laminas de 
nanotubos, dispuestas de forma ortogonal, soportan el peso de dos gotas, de agua y de mosto, de ≈2,5 mm 
de diámetro y con un peso 50.000 veces mayor al de los nanotubos con los que contactan.58  
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1.3.2.2. Fibras . 
El grupo de Poulin introdujo un protocolo que 
permitía la formación continua de fibras de CNTs 
inyectando una suspensión de nanotubos en un baño de 
coagulación.59 Empleando este proceso, conocido como 
hilado en húmedo (Figura 1.6. Wet spinning), lograron 
preparar fibras compuestas por SWCNTs alineados en 
paralelo. Posteriormente el grupo de Baughman  utilizó 
este mismo método de extrusión para procesar fibras 
supercapacitoras de SWCNTs (60% en peso) y PVA. 
Estas fibras alcanzaban una longitud de hasta 100 m, y 
eran más duras que cualquier otra fibra orgánica, natural               Figura 1.6. “Wet spinning”. 59 
o sintética, descrita hasta la fecha, de modo que podían 
tejerse ortogonalmente, como cualquier textil, formando redes supercapacitoras.60,61  
Con el propósito de generar fibras conductoras biocompatibles, el grupo de Wallace utilizó 
diversas biomoléculas (quitosano, DNA, sulfato de condroitina o ácido hialurónico) como 
agentes dispersantes y coagulantes para los SWCNTs.62 En un trabajo posterior de este grupo, se 
prepararon nuevas biofibras modificando ligeramente el procedimiento de hilado en húmedo. 
En este caso las suspensiones de nanotubos y biomoléculas formaban fibras simplemente 
controlando el pH del baño de coagulación, usando agentes entrecruzantes o sistemas que 
provocaran la precipitación de las biomoléculas empleadas como agentes dispersantes, sin la 
necesidad de añadir un polímero de unión en el baño de coagulación (Figura 1.7).63 Estas 
biofibras demostraron ser biocompatibles para la proliferación de fibroblastos de la línea 
celular L-929, por lo que podrían encontrar su aplicación como plataformas para el crecimiento 
celular, o incluso en sistemas de regeneración neuronal, gracias a sus propiedades conductoras. 
 
 
Figure 1.7.63 Fibras de CNTs y Ácido hialurónico 
preparadas en un baño de coagulación de HNO3 
0,3M. Las barras de escala son 20 μm. 
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1.3.2.3. Bloques. 
Sato et al.64 describieron la síntesis de bloques de MWCNTs unidos covalentemente sin 
necesidad de emplear ningún polímero como matriz. En primer lugar preparaban CNTs 
fluorados, y empleando una técnica de sinterizado con altas temperaturas y compresión a 
vacío, provocaban la defluoración de los CNTs. Este proceso generaba defectos con hibridación 
sp3 en la estructura de las paredes de los CNTs, lo que permitía el entrecruzamiento covalente 
entre nanotubos adyacentes. De esta forma obtuvieron bloques de CNTs con una 
conductividad eléctrica y unas propiedades mecánicas superiores a las del grafito y a las de 
otros tipos de composites de CNTs (Figura 1.8). 
 
 
 
Figura 1.8. Izquierda: Bloque de MWCNTs defluorados. Centro: Micrografía de SEM de la superficie de 
fractura de estos bloques (barra escala 5 μm). Detalle: Imagen de la pieza fracturada (barra de escala 500 
μm). Derecha: Imagen de HRTEM de los MWCNTs presentes en uno de estos bloques (barra de escala: 25 
nm). Las flechas indican las zonas en las parece que los CNTs dispuestos en paralelo se entrecruzan. 
1.3.2.4. Estructuras porosas. 
En esta línea cabe destacar un trabajo publicado por Liu,65  que describe cómo dispersando 
agua sobre un film de nanotubos alineados en vertical sobre un soporte, los nanotubos se 
autoensamblaron formando micropatrones con una diseño 3D similar a un panal de miel. Estos 
micropatrones consistían en estructuras poligonales cuyas aristas eran paredes de nanotubos 
alineados en perpendicular al soporte y el interior de estos polígonos, cavidades formadas por 
nanotubos que se habían tumbado sobre el soporte. En estas cavidades los CNTs se habían 
organizado doblándose en dirección radial desde el centro hacia las paredes de los polígonos. El 
autoensamblado de los nanotubos estaba dirigido por fuerzas de capilaridad del agua, y el 
ordenamiento de estos patrones dependía de la densidad de nanotubos en los films de los que 
partían.  
Aunque los autores de este trabajo preveían las posibles aplicaciones de estas estructuras en 
el campo de la microelectrónica, poco después Correa-Duarte et al.  publicaron un trabajo en el 
que empleaban estructuras similares a estas como soportes biocompatibles para el crecimiento 
celular en ingeniería de tejidos.66  
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En este caso observaron que cuando empapaban films de CNTs alineados en vertical sobre 
un sustrato de silicona con una solución ácida, los CNTs se tumbaban y el colapso entre CNTs 
doblándose en direcciones opuestas provocaba la formación de las paredes de las estructuras 
3D. En función de la longitud de los CNTs, éstos se autoensamblaban formando estructuras 
piramidales (los más largos) o de cavidades interconectadas (los de menor tamaño). En la Figura 
1.9 se muestran micrografías de ambos tipos de estructuras.  
 
 
 
Figura 1.9. Imágenes de microscopía SEM de las diferentes estructuras de MWCNTs, En forma de 
estructuras piramidales (izquierda) y como redes de nanotubos entrecruzados formando paredes que 
encierran cavidades (derecha). Las escalas son 15 μm y 1 μm en los detalles.66  
 
En estos últimos trabajos descritos se ha hablado de estructuras 3D de CNTs, pero 
realmente la tercera dimensión tan sólo alcanzaba la longitud de un nanotubo. Como ejemplos 
de estructuras porosas de CNTs en las que la tercera dimensión supera esta longitud se 
muestran varios trabajos a continuación. 
Uno de ellos describe la preparación de una espuma conductora de poliestireno y CNTs en 
forma de láminas delgadas con hasta un 7% en CNTs. Este composite demostró poseer buenas 
propiedades como sistema de protección frente a radiaciones electromagnéticas.67  
En 2005 el grupo de Sano sintetizó films autoensamblados de CNTs con una estructura tipo 
esponja, construidos mediante un proceso de congelado y liofilizado a partir de una mezcla de 
SWCNTs en gelatina. Los SWCNTs estaban embebidos en las paredes de esta estructura, 
indicando la estabilidad de la dispersión original de los SWCNTs en la gelatina. Mediante un 
tratamiento térmico podía eliminarse la gelatina de los films, dando lugar a esponjas de CNTs 
que conservaban su estructura porosa. Estas esponjas, además de poseer una elevada porosidad, 
son conductoras y mecánicamente estables, por lo que pueden emplearse como armazones para 
la preparación de composites.68 
También se ha descrito la preparación de aerogeles 3D de CNTs mediante una técnica de 
secado de punto crítico. La estructura de estos aerogeles de CNTs podía reforzarse utilizando 
un polímero, como PVA (polivinilalcohol). De este modo se obtenían composites resistentes y 
conductores que podrían ofrecer mejoras sobre otros aerogeles de carbón para aplicaciones 
como sensores, electrodos, o dispositivos termoeléctricos, entre otros.69 Pero, un hecho a 
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señalar, es que en estos composites 3D la disposición de los nanotubos en la macroestructura 
porosa no sigue ningún patrón ordenado, como se puede ver en la Figura 1.10. 
 
 
Figura 1.10.69 Imagen de microscopía SEM de 
un aerogel secado por punto crítico y reforzado 
en una disolución de PVA al 0,5% P/V. Detalle: 
Fotografía de las piezas macroscópicas de dos 
aerogeles de CNTs, uno de ellos original, de 
color negro (izquierda) y el otro reforzado en 
un baño de PVA al 1%, ligeramente gris 
(derecha).69 
 
 
Xu et al.70 sintetizaron espumas ultraligeras de poliuretano (PU) y CNTs (2 % P/V) con una 
estructura de poros ordenados y cuya conductividad eléctrica dependía de su densidad. Al 
disminuir la densidad de estos composites iba disminuyendo gradualmente el grosor de las 
paredes de su estructura porosa y con ello su conductividad, hasta llegar a un límite en que 
estas espumas pasaban de ser conductoras a aislantes. Los autores de este trabajo justificaron 
este cambio de conductividad por la disminución de la concentración de nanotubos embebidos 
en las paredes de poliuretano al disminuir la densidad de las espumas, de forma que llegaba un 
momento en que se perdía la conectividad entre los nanotubos, y por tanto, la conductividad 
de los composites  (Figura 1.11). 
 
      
 
Figura 1.11.70 Izquierda: Esquema de los cambios microestructurales en las espumas de CNT/PU con la 
disminución de la densidad (de izquierda a derecha). Las flechas indican la dirección de crecimiento de 
las burbujas de aire durante la formación de la espuma. Derecha: Gráfico mostrando la conductividad 
volumétrica de estas espumas en función de su densidad. Las micrografías de SEM muestran la morfología 
de una espuma de CNT/PU con una densidad de 0,05 g/cm3, y un detalle de una sección de esta espuma 
tomada en un punto de unión entre las paredes. En este detalle se pueden observar los CNTs embebidos 
en la matriz de PU. Las barras de escala son 100 y 1 μm, respectivamente. 
 
En un trabajo recientemente publicado71 se describe la preparación de composites 
conductores y biocompatibles de quitosano y MWCNTs con una estructura que alcanzaba 
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hasta un 97 % de porosidad. Estos composites se prepararon a partir de suspensiones de CNTs 
(desde 0,8 hasta 5 % en peso de CNTs) en disoluciones acuosas de quitosano, mediante un 
proceso de congelado y liofilizado (Figura 1.12). Los autores de este trabajo centraron las 
posibles aplicaciones de estos composites como electrodos en pilas de combustible biológico, 
gracias a la combinación entre su estructura macroporosa y su conductividad eléctrica. 
 
Figura 1.12.71 Micrografías de SEM 
que muestran estructura porosa y la 
disposición de los nanotubos en los 
composites de MWCNT/CHI 
preparados a partir de una suspensión 
con un 5%/1% en peso de nanotubos y 
quitosano respectivamente. Las barras 
de escala son 20 μm (A) y 500 nm (B). 
 
 
Como hemos visto, el desarrollo y la aplicación de una serie de nuevas técnicas han guiado 
el avance en la preparación de estructuras de nanotubos ensamblados. Las diferentes técnicas 
permiten la manipulación de los nanotubos a diversas escalas, desde la síntesis de dispositivos 
en la nanoescala hasta métodos de organización a mayor escala. Actualmente también se 
dispone de distintos métodos que implican la integración de CNTs en una gran variedad de 
sustratos, dando lugar a estructuras en dos, o incluso en tres dimensiones, en forma de 
composites nanoestructurados, membranas porosas, etc. 
En esta memoria se describe la preparación de estructuras 3D organizadas de MWCNTs, y 
se estudian dos posibles aplicaciones: en biomedicina, como soportes para la regeneración 
tisular, y en biotecnología, como electrodos para pilas de combustible microbiano.  
Dentro del campo de la biomedicina, el papel de la medicina regenerativa (o ingeniería de 
tejidos) es reemplazar los tejidos enfermos o dañados por un sustituto biológico que pueda 
reestablecer, mantener o mejorar su función.72 Esta disciplina está interesada en el desarrollo 
de materiales 3D porosos (scaffolds) que puedan ser utilizados como soportes para el 
crecimiento tridimensional sostenido de células, pues sólo en estas condiciones el crecimiento 
celular puede imitar las condiciones de crecimiento in vivo. El atractivo de este tipo de 
materiales reside en su potencial mimetismo con la matriz extracelular,a no sólo en términos de 
estructura, sino también de composición química y propiedades mecánicas.73-84  
                                                 
 
 
a
 La matriz extracelular (ECM) es el conjunto de materiales extracelulares que forman parte de un tejido. 
Es un medio de integración fisiológico, de naturaleza bioquímica compleja, en el que están "inmersas" las 
células (es la sustancia del medio intersticial /intercelular). Esta compuesta de tejido conectivo secretado 
por fibroblastos y otras células y está constituida por proteínas, polisacáridos y proteoglicanos. 
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También se ha estudiado la posibilidad de incorporar sustancias bioactivas en la estructura, 
de estos soportes, de forma que puedan ser liberadas al medio e interaccionar con los tejidos 
circundantes, estimulando los procesos de regeneración tisular. Como se ha comentado en esta 
introducción, actualmente ya se ha descrito el crecimiento de diversas líneas celulares sobre 
soportes de CNTs,85 pero en estos casos se emplearon estructuras de CNTs en 2D,63 o estructuras 
en las que la tercera dimensión sólo alcanzaba la longitud de un nanotubo.66 
En el campo de la biotecnología, estamos interesados en la preparación de electrodos para 
pilas de combustible microbiano (MFC). La idea básica de estas pilas es aprovechar la actividad 
metabólica microbiana para generar electricidad directamente de la degradación de materia 
orgánica. Sin embargo, el rendimiento de estas pilas aún es muy limitado, sobre todo debido a 
la escasa eficiencia conseguida en la transferencia de electrones desde las bacterias al ánodo.86,87 
Las claves para mejorar el rendimiento de estos electrodos son una amplia superficie de 
contacto con el cultivo y una composición que ayude a mantener el crecimiento de las 
bacterias. Hasta ahora se han utilizado mayoritariamente materiales conductores de carbono, 
como telas o papel, debido a su estabilidad en el medio de cultivo. Los nanotubos de carbono 
resultan un material muy atractivo para construir electrodos, gracias a su estructura, su alta 
conductividad, sus propiedades mecánicas y su elevada relación superficie/volumen. En la 
actualidad ya se ha descrito la aplicación de dispositivos de CNTs con nanopartículas de 
platino,88 enzimas o proteínas inmovilizadas sobre ellos89 como biosensores electroquímicos y, 
últimamente también se han utilizado algunos composites de nanotubos (CNT/polianilina90 o 
CNT/polipirrol91) como ánodos de 2D en MFCs. Por otra parte, el crecimiento de un cultivo 
bacteriano en una estructura 3D macroporosa de CNTs proporcionaría una gran superficie de 
contacto entre las bacterias y el ánodo, lo que podría suponer mejoras en el rendimiento de 
estas pilas. 
Lógicamente, la construcción de estructuras de CNTs con aplicaciones en estos campos 
requiere el empleo de una metodología biocompatible de síntesis. Pero la mayoría de las 
técnicas de procesado convencionales desarrolladas para formar sistemas porosos resultan poco 
adecuadas para la preparación de materiales con aplicaciones biológicas, ya que en general se 
utilizan altas temperaturas o aditivos tales como surfactantes, estabilizantes, lubricantes y 
agentes espumantes, que pueden liberar o aportar residuos tóxicos o productos secundarios 
incompatibles con el organismo vivo.  
Por este motivo, el desarrollo de este trabajo precisa del diseño de una ruta biocompatible 
de síntesis,  y en este caso, se escogió un proceso de moldeado en hielo.  
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1.4. MOLDEADO EN HIELO. 
1.4.1. Origen de los criogeles. 
El agua tiene muchas fases alotrópicas sólidas, 16 fases cristalinas y 3 fases amorfas, 
exhibiendo cada una de ellas diferentes propiedades físicas y estructurales. Éstas pueden 
alcanzarse con diferentes condiciones de presión y temperatura (Figura 1.13). Todas las fases 
cristalinas del hielo implican la unión ordenada entre moléculas de agua vecinas mediante 
puentes de hidrógeno, mientras que el hielo amorfo carece de este orden, su estructura es más 
parecida a la del agua líquida, con esa falta de rigidez debida a la rápida e incesante 
redistribución de los enlaces de hidrógeno. La temperatura de transición vítrea del agua ronda 
los -137ºC, pero no es una variable de transición en al equilibrio sino sólo quasi-
termodinámica, y va a depender de las condiciones experimentales.92 En condiciones normales, 
cuando se enfría agua por debajo del punto de congelación se forman cristales hexagonales, es 
el llamado hielo Ih. 
 
                             
           
Figura 1.13. Izquierda: Diagramas de fases del agua.93 Derecha: posible diagrama de fases metaestables 
basado en los pocos datos disponibles.93 El punto rojo representa la posición del segundo punto crítico 
propuesto para el agua.94 LDA y HDA son dos formas de hielo amorfo (low-density y high-density).95  
 
El hielo es una fase pura, o con un límite de solubilidad de impurezas muy bajo, ya que la 
rigidez del entramado cristalino expulsa fuera todo lo que no encaja en la red. Cuando se 
congela una disolución, una suspensión acuosa o un hidrogel, la formación de hielo cristalino 
provoca que estos solutos inicialmente dispersos en el medio acuoso sean exudados hacia las 
fronteras entre cristales adyacentes, formando una matriz alrededor de ellos (Figura 1.14). 96 
Éste es el principio natural en el que se basa el procedimiento de autoensamblado mediante 
moldeado en hielo. 
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Figura 1.14. Izquierda: Patrón de formación de los canales de hielo y de la segregación de partículas 
durante el proceso de congelado de una suspensión de alúmina.96 Derecha: Estructura cristalina del hielo 
hexagonal. 
 
En 1927 Malmgren observó que congelando agua de mar la salinidad del hielo resultante 
dependía de la velocidad de congelación.97 El proceso de congelación del agua marina conlleva 
la formación de cristales aislados de hielo puro, alrededor los cuales queda la acumulación de 
sales, produciéndose así una separación de fases98 (Figura 1.15).  
 
                                     
Figura 1.15. Imagen de cryo-etch-SEM de 
una muestra de sal (NaCl 3,5% P/V) 
congelada pasando de 20 a -105 ºC en 20 
minutos.99 
 
 
 
Si se elimina el hielo de estas muestras de manera que la estructura creada tomando como 
molde los cristales de hielo sea preservada, por ejemplo, mediante liofilización (sublimación en 
condiciones de baja presión y temperatura), lo que se obtienen son réplicas de las muestras 
congeladas, que además, conservan el tamaño y la forma de los recipientes en que las 
soluciones o suspensiones originales fueron congeladas. Estas estructuras macroporosas se 
denominan criogeles, y están constituidos por “paredes” de materia, la que inicialmente estaba 
disuelta en la fase acuosa, que rodean áreas vacías en las que anteriormente residieron los 
cristales de hielo. 
Los primeras publicaciones sobre criogeles datan de hace más de 40 años y, en general, se 
trata de criogeles de naturaleza polimérica.100,101 Desde entonces se han preparado criogeles 
poliméricos de muy diversa composición y, gracias al carácter biocompatible del proceso 
criogénico, con aplicaciones en distintos campos de la biomedicina, como ingeniería de tejidos 
o liberación de fármacos. Algunos ejemplos de estos criogeles son de poli(ácido L-láctico) y 
poli(ácido DL-láctico-co-glicólico),102,103 gelatina,104 PGA/ quitosano105,106 (PGA: ácido 
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poliglutámico), colágeno y elastina,107 colágeno-glicosaminoglicano108 o hidrogeles de albúmina 
entrecruzada con polivinilpirrolidona,109 entre otros.  
La versatilidad de estos procesos criogénicos no se limita a materiales de naturaleza 
polimérica, sino que es extensible a otros tipos de materiales.  Los primeros criogeles de 
naturaleza cerámica se construyeron en 1980, concretamente de fibras de sílice.110 
Posteriormente aparecieron algunos otros criogeles cerámicos, como materiales porosos 
microestructurados de alúmina.111,112 
Inicialmente el control de la morfología de los criogeles era sólo parcial, pero en la 
actualidad se ha demostrado la capacidad de estos procesos de moldeado en hielo para controlar 
la morfología de las estructuras macroporosas resultantes.113 
1.4.2. Control de la morfología en los procesos de moldeado en hielo. 
Aunque para obtener hielo amorfo a partir de agua pura son necesarias velocidades de 
congelación de ≈ 106 ºC/s,114,115 cuando se introduce una disolución o una suspensión acuosa o 
un hidrogel en un baño de nitrógeno líquido (-196 ºC) el agua puede sobreenfriarse y 
congelarse formando hielo amorfo. La presencia de impurezas dificulta la ordenación de las 
moléculas de agua en la red cristalina de hielo, lo que permite la formación de hielo amorfo a 
menor velocidad de congelaión. 
En cambio, si la muestra se introduce sólo parcialmente en el líquido criogénico, aunque la 
presencia de solutos determine la formación de hielo amorfo en la fracción sumergida, no 
sucede lo mismo en la fracción emergente. En esta zona se puede observar el avance del frente 
de congelación recorriendo la muestra. Lógicamente, la temperatura del frente de congelación 
aumentará al ir distanciándose del nivel de inmersión en el baño frío, lo cual permitirá la 
formación de hielo cristalino. Es entonces cuando el crecimiento de los cristales de hielo a lo 
largo de la muestra provocará la separación de fases a su paso. 
El tamaño de estos cristales va a depender de la distancia a la que se encuentren de la fuente 
de frío, siendo más pequeños en la zona inicial, cuya temperatura es aún cercana a la del 
líquido criogénico, y aumentando a medida que se alejan de él, debido al aumento de la 
temperatura de congelación. 
Empleando un sistema de congelado unidireccional y a velocidad controlada, por ejemplo, 
sumergiendo la muestra a velocidad constante en un líquido criogénico, la distancia desde el 
nivel de inmersión en el baño frío al frente de avance del hielo se estabilizará en un 
determinado punto. A partir de este momento, al no variar la temperatura de congelación, los 
cristales crecerán con un tamaño uniforme. De esta forma se consigue una estructura 
homogénea de cristales de hielo alineados en la dirección de congelado.96,116-118 Del liofilizado 
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de estas muestras se obtienen estructuras macroporosas que reproducen patrones ordenados y 
bien definidos, genéricamente denominados scaffolds (andamiajes). 
En nuestro grupo esta técnica de congelado a velocidad constante y posterior liofilizado se 
ha denominado ISISA, de las siglas en inglés de “ice segregation induced self-assembly ”. En la 
Figura 1.16 se muestra un esquema de este proceso criogénico. 
 
 
    
 
Figura 1.16. Esquema del proceso ISISA (izquierda y centro). Derecha: Micrografías SEM de secciones de 
estructuras obtenidas empleando esta metodología: corte perpendicular a la dirección de congelado de un 
criogel de sílice, con estructura de “micropanal de miel”117 (a)  y corte paralelo a la dirección de congelado 
donde se observa la microestructura de canales en una muestra de PVA. Fotografía de dos criogeles de 
PVA con diferentes formas y tamaños (c). 
1.4.3. Física del hielo. 
Para conseguir estas estructuras de canales interconectados es necesario que se cumplan dos 
condiciones, que vienen impuestas por los fundamentos de la física del hielo: 
En primer lugar, que los solutos sean exudados de los cristales de hielo. Este aspecto está 
relacionado con el avance del frente de hielo y su relación con la materia inerte. Para que las 
partículas puedan ser exudadas por el frente de hielo es necesario que exista una película 
líquida de un grosor suficiente entre el frente de hielo y las partículas de soluto, para poder 
mantener el aporte de moléculas de agua hacia el cristal. El grosor de esta película disminuye al 
aumentar la velocidad de avance del frente de hielo.  Hay una velocidad crítica (vc) a partir de 
la cual el grosor de esta película no es suficiente para permitir el flujo de moléculas necesario 
para mantener el crecimiento de los cristales entre los solutos. Entonces, en lugar de producirse 
la separación de fases, los solutos quedan entremezclados en el hielo amorfo. La velocidad de 
congelación a la que sucede esto (velocidad crítica) es distinta para cada material, y depende 
del tamaño de partícula (vc 1/R) y de la viscosidad del medio (vc 1/η), además de la 
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temperatura de congelación, que a su vez depende de la distancia con respecto al nivel del baño 
frío. (R es el radio de la partícula, y η la viscosidad del medio).96 
La segunda condición requerida es que los cristales de hielo tengan una morfología de 
canales o de láminas. El grupo de Tomsia, empleando lodos cerámicos de hidroxiapatita116  y de 
alúmina,96 analizó la heterogeneidad de la morfología de los criogeles en la dirección de 
congelado (Figura 1.17). Estos criogeles mostraron al menos tres zonas diferenciables, 
caracterizadas por una forma y tamaño de poro particular. La zona inicial, la primera en 
ponerse en contacto con la fuente de frío, no muestra porosidad alguna. Le sigue una zona de 
porosidad celular, con una tamaño de poro pequeño y escasa interconectividad, que progresa 
hacía una última zona de porosidad abierta e interconectada, con una microestructura de 
canales o de láminas alineadas en paralelo siguiendo la dirección de congelado.  
 
 
   
 
Figura 1.17. Esquema116 y micrografías SEM de la microestructura final de una muestra de alúmina.96 La 
sección de corte paralela a la dirección de congelado muestra la evolución de la estructura porosa, 
reproduciendo la morfología del frente de hielo (esquematizado a la derecha). También se observa cómo 
el grosor de las paredes aumenta con la distancia a la fuente de frío hasta llegar a hacerse constante.  
 
Estos cambios de estructura son una réplica negativa de la transición progresiva de la 
morfología del frente de hielo, de plano a celular y a laminar. 
Como hemos comentado anteriormente, la presencia de partículas en suspensión puede 
provocar la formación de hielo amorfo en la zona inicial de la muestra en ponerse en contacto 
con el baño frío, 119 donde los solutos quedan atrapados entre el hielo amorfo. A continuación, 
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la disminución de la temperatura de congelación permitiría la formación de cristales de hielo 
hexagonal, que agujerearían el frente plano provocando la transición a celular, y 
posteriormente a laminar. La anisotropía del crecimiento de los cristales de hielo da lugar a la 
diversidad de morfologías que se pueden obtener en estos criogeles, laminares o con un diseño 
de “micropanal de miel”, entre otras. 
Otra característica microestructural interesante es la formación de puentes interlaminares 
cuando la concentración de soluto alcanza determinados valores, los cuales varían en función 
de la naturaleza del soluto. En materiales cerámicos estos puentes son delgados y a menudo 
originan morfologías tortuosas e irregulares, apareciendo sobre todo con lodos concentrados y 
a velocidades lentas de congelación (Figura 1.18). Sin embargo, en materiales híbridos los 
puentes son más regulares y aparecen a valores intermedios de concentración y velocidad de 
congelado. Los mecanismos que gobiernan la formación de dichos puentes son aún 
desconocidos, y están siendo objeto de estudio por diversos grupos.113 Por ejemplo, Cooper 
propone que la causa de su formación es una segunda inestabilidad, en perpendicular a la 
dirección de congelado, debida a la acumulación de materia alrededor de los cristales 
crecientes, dando lugar a unas segundas celdas de hielo.120 
 
                   
 
Figura 1.18. Micrografías SEM mostrando dendritas orientadas en la dirección de congelado en la 
superficie de una muestra porosa de hidroxiapatita. Secciones cortadas en  paralelo (a) y en perpendicular 
(b) a la dirección de congelado.116 
1.4.4. Influencia de la concentración y naturaleza de los materiales. 
Las propiedades de estos materiales 3D macroporosos van a depender de su estructura 
interna. Por ejemplo, sus propiedades mecánicas varían en función de su porosidad y del grosor 
de sus paredes. Controlando las variables que intervienen en el proceso criogénico es posible 
controlar, al menos parcialmente, la morfología final de las estructuras macroporosas. De esta 
forma se pueden optimizar los procesos de congelación con el fin de obtener estructuras con las 
características más adecuadas para cada aplicación. 
La porosidad final de la muestra va a estar directamente relacionada con el volumen de agua 
presente en la mezcla. La capacidad de crecimiento de un cristal de hielo en presencia de un 
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soluto determinado también depende del balance de adsorción/desorción del soluto sobre su 
superficie. Una adsorción irreversible podría abortar completamente la formación de hielo 
cristalino, mientras que la desorción total permitiría el crecimiento libre de los cristales. 
En la práctica existe un equilibrio dinámico entre adsorción y desorción en el que el área 
superficial cubierta por el soluto marca la efectividad de la inhibición del crecimiento. Así, al 
aumentar la concentración (Figura 1.19) o el tamaño del soluto (Figura 1.20. derecha) 
disminuye el tamaño de los cristales de hielo. 
Jugando con la concentración inicial de la muestra se puede controlar la porosidad final de 
la macroesructura (Figura 1.19). Al disminuir la concentración inicial de la muestra, se 
obtienen scaffolds con mayor porosidad, pero con peores propiedades mecánicas, debido a la 
escasa cantidad de materia que sostiene la estructura. En cambio, muestras muy concentradas 
pueden inhibir el crecimiento de los cristales de hielo, perdiendo la interconectividad en la 
porosidad de los scaffolds finales.  
La concentración a la cual la materia queda atrapada en el hielo amorfo depende del tamaño 
de partícula, ya que, como se ha mencionado anteriormente, la velocidad crítica de avance del 
frente de hielo a partir de la cual las partículas dejan de ser exudadas es inversamente 
proporcional a su tamaño. Así, la porosidad de los scaffolds preparados a partir de muestras con 
igual concentración de un soluto determinado aumenta con la disminución del tamaño de 
partícula del soluto (Figura 1.20, derecha).  
 
     
 
 
Figura 1.19. Micrografías de SEM que revelan la influencia de la concentración de la suspensión de 
partida en la microestructura de los scaffolds. Arriba: secciones paralelas a la dirección de congelado de 
monolitos cerámicos construidos a partir de lodos de alúmina al 30 (a), 60 (b) y 76% (c).96 Abajo: secciones 
perpendiculares a la dirección de congelado de criogeles de PVA preparados a partir de suspensiones al 
2,5 (d), 7,8 (e) y 10% (f).122 
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1.4.5. Influencia de la velocidad de inmersión. 
En función de la velocidad de inmersión, el frente de hielo avanzará a lo largo de la muestra 
más o menos próximo al nivel del nitrógeno líquido. Así, a velocidades más rápidas la distancia 
del frente de hielo al nivel de inmersión es menor, pudiendo llegar incluso a coincidir. La 
temperatura del frente va a ser muy baja y la congelación de las muestras más rápida, 
provocando la formación de cristales más pequeños. La cantidad de materia exudada por cada 
uno de estos cristales será menor, lo que resulta en arquitecturas de paredes delgadas y canales 
estrechos. En cambio, si se sumerge más lentamente la muestra en el baño frío, el frente de 
hielo se distancia más del nivel de inmersión. En estas condiciones aumenta la temperatura de 
congelación de la muestra, lo que permite un mayor crecimiento de los cristales, provocando la 
acumulación de más cantidad de materia a su alrededor. Del liofilizado de estas muestras se 
obtienen arquitecturas de canales amplios y paredes gruesas (Figura 1.20). 
 
                                                                              
 
Figura 1.20. Izquierda: Efecto de la velocidad de avance del frente de congelación en el grosor de las 
paredes de las estructuras preparadas a partir de suspensiones de alúmina de un tamaño de partícula de 
0,3 µm. Las micrografías SEM muestran secciones de cortes paralelos a la dirección de congelado de 
dichas muestras.121 (Escalas: 50 µm (B), 10 µm (C), 5 µm (D y E)).  
Derecha: Micrografías de SEM de secciones transversales (perpendicular a la dirección de congelado) de 
scaffolds de PVA. Las morfologías se obtuvieron usando PVA con diferentes pesos moleculares (PVA1, 
PVA2, PVA3 y PVA4 que corresponden a 13000-23000, 72000, 89000-98000 y 130000 g/mol 
respectivamente) y procesando las soluciones acuosas de PVA a diferentes velocidades de inmersión en 
nitrógeno líquido. El contenido de PVA es de 7,8% P/V para cada muestra.122 Barra de escala: 20 μm. 
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1.4.6. Versatilidad y aplicaciones de la metodología ISISA. 
La metodología ISISA es un proceso bottom up sencillo y versátil adecuado para preparar 
estructuras tridimensionales macroporosas de gran variedad de materiales de distinta 
naturaleza a partir de hidrogeles, disoluciones o dispersiones acuosas. El uso de este proceso de 
moldeado en hielo se ha extendido para la preparación de materiales de muy diversa 
composición y aplicaciones.  
Por ejemplo, el grupo de Tamon, trabajando con sílice coloidal como material de 
partida117,118 ha preparado scaffolds que además de poseer la macroporosidad típica de estas 
estructuras 3D, también poseen micro y mesoporosidad dentro de sus paredes. Esta porosidad 
bimodal se debe a los huecos que quedan entre los coloides de sílice al empaquetarse formando 
las paredes alrededor de los canales de hielo. Este mismo fenómeno también lo observaron 
empleando hidrogeles mixtos de sílice y alúmina, a partir de los cuales obtuvieron scaffolds 
compuestos por una red polimérica de Al-O-Si.123 Este mismo grupo ha empleado este proceso 
criogénico para construir fibras porosas de titania con actividad fotocatalítica124 y, aplicando la 
técnica ISISA a resinas fenólicas125-128 obtenidas mediante un proceso sol-gel de 
policondensación de resorcinol y formaldehido, construyeron composites de carbono con 
porosidad bimodal, en la macro y en la mesoescala (Figura 1.21). En este tipo de materiales, la 
estructura de macroporos alineados e interconectados proporciona un buen sistema de 
transporte, mientras que la micro y la mesoporosidad multiplican su superficie reactiva, 
ofreciendo prometedoras aplicaciones como soportes catalíticos, adsorbentes, columnas 
cromatográficas...  
     
 
 
Figura 1.21. Estructuras de micropanal de miel (a, b) o de fibras (c, d) obtenidas mediante un moldeado 
con hielo de carbones sintetizados por hidrólisis y condensación de resorcinol formaldehido, seguido de 
carbonización.128  
 
La versatilidad de la metodología ISISA también ha permitido la combinación entre micro y 
nanoestructuras. Las nanopartículas, con sus excepcionales propiedades catalíticas, 
electrónicas, magnéticas, ópticas y optoelectrónicas proporcionan elementos de construcción 
muy interesantes para la obtención de ensamblados organizados a mayor escala. De este modo 
la posible extensión de las propiedades de estas entidades desde la nanoescala hasta el nivel 
macroscópico podría permitir la construcción de complejos dispositivos con múltiples 
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aplicaciones. Por ejemplo, en el grupo de Stucky se empleó un proceso de moldeado en hielo 
para ensamblar partículas (≈250 nm) con una estructura de “núcleo-coraza” (core-shell), 
compuestas por distintas nanopartículas inorgánicas (INP) recubiertas con un polímero (poli-
isopropilacrilamida, PNIPAm), en forma de fibras orgánico/inorgánicas (INP@PINPAm) 
(Figura 1.22). La estructura “núlceo-coraza” de estas partículas es clave en la formación de las 
fibras, ya que la coraza orgánica sirve para mantener unido el ensamblado de las partículas en 
forma de fibras. La versatilidad que ofrece esta técnica criogénica también ha permitido el 
ensamblado de diversos tipos de nanopartículas inorgánicas (nanopartículas monodispersas de 
sílice, nanopartículas con una estructura de “núcleo-coraza” de SiO2@ZrO2, SiO2@TiO, 
Fe2O3@SiO2  y nanopartículas huecas de ZrO2 y de TiO2) en forma de fibras, empleando 
también PINPAm como “cemento” orgánico. En la Figura 1.22 se muestra un esquema de 
formación de las fibras junto con algunas micrografías de SEM de las mismas.129 
 
 
 
Figura 1. 22. Esquema del proceso de formación de las fibras y micrografías de SEM de las fibras 
sílica@PINPAm (A, B) formadas por nanopartículas de sílice como núcleo y una coraza de PNIPam 
entrecruzada (C). Las escalas son  200 μm (A), 2 μm (B) y 500 nm (C).129 
 
En un trabajo posterior de este grupo, Stucky describió la síntesis de microfibras 
compuestas por partículas huecas de carbono o de composites carbono y óxidos metálicos (de 
ZrO2, TiO2, γ-Fe2O3, etc.) empleando también en este caso un proceso de moldeado en hielo.  
En primer lugar prepararon partículas esféricas de sílice de distintos tamaños (50–400 nm) y 
las recubrieron, o no, con una capa de distintos óxidos metálicos (MO), seguido de una cubierta 
de poliacrilonitrilo (PAN), creando de este modo estructuras tipo “núcleo-coraza” de  
SiO2@MO@PAN, o de SiO2@PAN. A continuación dispersaron estas partículas en una 
disolución de PVA y las congelaron, de esta forma las partículas se ensamblaron en forma de 
fibras empleando el PVA como el “cemento” que mantenía unida su estructura. Por último 
carbonizaron estas fibras mediante pirólisis en atmósfera de argón y eliminaron el núcleo de 
sílice en medio alcalino, dando lugar a fibras formadas por partículas huecas de carbono o de 
carbono y óxidos metálicos. Una buena dispersión de óxidos metálicos con actividad catalítica o 
actividad redox en un soporte de carbono con gran área superficial podría ser útil para mejorar 
el rendimiento de los procesos catalíticos o la respuesta de los capacitores electroquímicos. 
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Otro grupo que ha empleado la técnica de moldeado en hielo para preparar arquitecturas 
combinando nano y micro estructuras es el grupo de Cooper. Así, han construido una gran 
diversidad de estructuras complejas a partir de polímeros, nanopartículas, o mezclas de ambos. 
Entre sus logros cuentan la preparación de nanocomposites polimérico-inorgánicos, 
microfibras porosas, composites de redes alineadas en dos direcciones, microhilos y 
microrredes de oro,120,130 e incluso microesferas de α-quimotripsina con diferentes mezclas 
poliméricas.131 En un trabajo más reciente de este mismo grupo se describe la síntesis de 
micropartículas de poli ε-caprolactona con porosidad alineada en una dirección. Estas 
micropartículas se prepararon mediante un proceso de congelado de una emulsión de polie ε-
caprolactona en una disolución polimérica soluble (PVA y SDS), de modo que las 
micropartículas se obtenían formando parte de un composite polimérico, también de porosidad 
alineada. La matriz podía disolverse en agua, liberando de este modo las micropartículas 
(Figura 1.23). Este método demostró su versatilidad como ruta genérica para preparar 
micropartículas porosas con porosidad controlada de otros materiales, por ejemplo, de 
poliestireno. Como demostración de las posibles aplicaciones de estas microestructuras, 
utilizaron las micropartículas de poli ε-caprolactona como soporte para el crecimiento de 
células embrionarias troncales de ratón.132 
 
 
 
Figura 1.23. Izquierda: Partículas de poli ε-caprolactona con porosidad alineada incluidas en una matriz 
polimérica de PVA y SDS. Centro: Morfología de una de estas partículas. Derecha: Partículas liberadas 
tras la disolución del la matriz polimérica. 
 
Uno de los campos de investigación más interesados en el desarrollo de soportes 3D porosos 
mediante una metodología biocompatible es la ingeniería de tejidos, ya que es en este tipo de 
estructuras donde el crecimiento celular puede imitar las condiciones de crecimiento in vivo. 
En este ámbito, cabe destacar dos trabajos publicados por el grupo de Tomsia. El primero 
describe la preparación de soportes que imitan no sólo la composición, sino también la 
estructura natural del hueso (Figura 1.24). Estos soportes se construyeron a partir de una 
mezcla con un porcentaje mayor de un componente cerámico (hidroxiapatita) y una fracción 
menor de una resina polimérica, que actúa como “cemento” que sostiene la estructura 3D. La 
materia orgánica colabora en el ensamblado de la materia inorgánica consiguiendo scaffolds 
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ultraligeros con buenas propiedades mecánicas, y con una estructura que imita a la del nácar.121 
Gracias a su naturaleza híbrida y a su morfología estos biomateriales exhiben unos valores de 
rigidez (10 GPa), tensión compresiva (150 MPa) y energía de fractura (220 J/m2), similares a los 
del hueso, y con una composición equivalente en cuanto a la proporción entre el contenido 
mineral y orgánico (aproximadamente 60/40% en volumen).  
En un trabajo posterior de este mismo grupo se describe la preparación de composites 
híbridos de alúmina y polimetilmetacrilato que mostraban una tenacidad hasta 300 veces 
mayor que sus componentes por separado, y con unas propiedades de tenacidad a la fractura y 
un límite elástico similares a las de una aleación de aluminio.133 
 
 
 
Figura 1.24. Izquierda: Micrografías de SEM de nácar natural (B, C y D) y de composites de hidroxiapatita 
preparados por moldeado con hielo (E y F) mostrando la similitud entre ambas estructuras. Las barras de 
escala son: 5 (B), 0,5 (C), 0,3 (D), 300 (E) y 10 μm (F). Derecha: Resistencia a la compresión de scaffolds 
porosos de hidroxiapatita (triángulos rojos) comparada con datos bibliográficos de otros materiales. El 
gráfico insertado muestra curvas de carga esfuerzo frente al desplazamiento de materiales con un 56% de 
hidroxiapatita.121 
 
También dentro de la biomedicina, otra de las áreas de investigación interesada en el 
desarrollo de este tipo de estructuras porosas es la liberación de fármacos. Por ejemplo, en 
nuestro grupo se han preparado criogeles poliméricos, tanto de de PVA122 como de 
quitosano,134 con cristales un antibiótico (ciprofloxacino) embebidos en su estructura, en los 
cuales la cinética de liberación del antibiótico era dependiente de la morfología del scaffold.  
Las grandes ventajas de los procesos de moldeado en hielo son la posibilidad de utilizar 
como material de partida de suspensiones o dispersiones acuosas de diversa naturaleza y la 
ausencia de reacciones químicas u otros procesos de purificación adicionales. De este modo se 
evitan todos los inconvenientes asociados a la presencia de subproductos de reacción, a los 
procesos de eliminación de los moldes y al uso de altas temperaturas o disolventes agresivos. La 
biocompatibilidad del proceso criogénico ISISA posibilita incluso la preparación de materiales 
biohíbridos. Las soluciones acuosas de partida proporcionan un ambiente adecuado para que 
entidades con una estructura compleja, como micelas, vesículas con estructura de membrana o 
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proteínas, puedan permanecer estables y conservar la funcionalidad que les confiere su 
organización. El proceso criogénico ISISA permite preservar esa organización, generando 
criogeles biohíbridos con gran nivel de complejidad. 
Por ejemplo, aplicando la metodología ISISA a una suspensión organo/inorgánica de 
sílice/PVA en la cual se había disuelto previamente un enzima (PLE, esterasa de hígado de 
cerdo) se observó cómo éste conservaba su estructura y actividad dentro del scaffold 
obtenido.135 Esto sucedía gracias a la sofisticada organización estructural obtenida en estos 
monolitos, con el enzima envuelto en nanodominios de PVA, que a su vez quedaban 
embebidos en la estructura macroporosa de sílice. De este modo se impedía la interacción del 
enzima con los grupos silanoles de la sílice, y por consiguiente, se evitaba la desnaturalización 
del mismo (Figura 1.25). 
 
  
 
Figura 1.25. Micrografía y esquema representando la 
encapsulación del enzima PLE en una estructura 
híbrida de PVA y sílice.  
 
 
 
 
La preservación de la integridad estructural de las entidades biológicas durante el proceso 
criogénico también se ha conseguido en un sistema coloidal binario de liposomas en hidrogeles 
de sílice.136 Pero esto sólo sucede cuando las estructuras de membrana quedan totalmente 
embebidas en las paredes del monolito. Las paredes de sílice actúan como agentes 
crioprotectores. De no ser así, la formación de hielo cristalino provocaría la ruptura de las 
membranas lipídicas.137  
La inmovilización de microorganismos vivos en este tipo de arquitecturas 3D porosas podría 
resultar muy útil en el campo de la biocatálisis, pero la colonización de dichas 
macroestructuras implica serias dificultades. De forma espontánea, los cultivos bacterianos tan 
solo proliferan en las zonas más externas de los scaffolds, sin apenas penetrar en su interior. 
Esto es debido a problemas de difusión de nutrientes y oxígeno hacia el interior de la 
estructura 3D, ya que éstos son consumidos por las bacterias que se establecen inicialmente en 
su superficie. La segunda opción es la inclusión in situ de los microorganismos, durante la 
preparación de los monolitos. Pero, esto es inviable cuando el tamaño de los microorganismos 
excede el grosor de las paredes de la estructura, ya que sus membranas resultan dañadas 
durante el proceso criogénico. En este caso se hace imprescindible el empleo de algún método 
de crioprotección adicional para lograr la viabilidad de las bacterias tras el proceso de 
congelado. Una estrategia eficaz para proteger la estructura de  membrana durante el proceso 
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criogénico es aumentar la viscosidad del medio que las rodea, minimizando así la formación de 
hielo cristalino en este medio. Empleando este sistema de crioprotección se ha logrado la 
colonización in situ de criogeles de PVA con un cultivo de E. coli.  En lugar de dispersar 
directamente el inóculo bacteriano en la disolución de PVA, éste se inmovilizó previamente en 
microesferas de alginato de calcio en estado gel.138 De esta forma las bacterias sobrevivieron al 
proceso criogénico y colonizaron la estructura 3D desde el interior hacia el exterior, en el 
sentido en que aumenta la concentración de nutrientes (Figura 1.26). 
 
 
Figura 1.26. Micrografía de SEM 
de una microesfera de alginato 
(inoculada con un cultivo de E. 
coli) embebida en un scaffold de 
PVA.138 
 
 
Como hemos visto, la técnica de moldeado en hielo es una herramienta muy útil para la 
preparación de nuevos materiales con sofisticadas estructuras. El control sobre la morfología de 
las macroestructuras y la naturaleza acuosa de estos procesos criogénicos permiten la 
construcción de materiales jerárquicos con diversos niveles de organización espacial, que dotan 
de funcionalidad a los scaffolds obtenidos. La versatilidad y biocompatibilidad de esta técnica 
permite incluso la construcción de materiales biohíbridos. Gracias a ello el abanico de posibles 
aplicaciones de los materiales preparados empleando la metodología ISISA se extiende también 
a campos como la biomedicina y la biotecnología.  
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OBJETIVOS. 
 
El objetivo principal de este trabajo es la preparación de soportes tridimensionales, 
macroporosos de nanotubos de carbono mediante una ruta biocompatible de moldeado en 
hielo, y el estudio de las aplicaciones de estos materiales en los campos de la biomedicina y la 
biotecnología.  
En biomedicina, el objetivo es la preparación de un scaffold (estructura 3D porosa) que 
estimule la regeneración de tejido óseo, gracias a su estructura interna y mediante la 
incorporación de precursores de hidroxiapatita y una proteína osteoinductora en su estructura. 
En biotecnología el objetivo es el desarrollo de un material que pueda ser empleado como 
electrodo en una pila de combustible microbiano. Este material debe poseer una morfología 
que permita el crecimiento de una cepa de E. coli en el interior de su estructura, y una 
composición que le confiera propiedades conductoras y electroquímicas, de forma que la 
transferencia de energía desde las bacterias al electrodo sea eficiente. 
 
En esta memoria también se presentan dos capítulos que, aún no estando directamente 
relacionados con los objetivos principales, si comprenden tanto el trabajo con nanotubos de 
carbono como el estudio de los procesos de moldeado en hielo. En el primero se estudia la 
deposición de nanopartículas sobre las paredes de MWCNTs, mientras que en el segundo se 
propone el empleo de la metodología ISISA para la preparación de criogeles 
polimérico/inorgánicos de quitosano y nanopartículas de oro. 
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3.1. PRINCIPALES MATERIALES EMPLEADOS. 
3.1.1. Nanotubos de Carbono. 
En los experimentos descritos en esta memoria se utilizaron nanotubos de carbono de 
multipared  con un diámetro de ≈ 100 nm, y una longitud de longitud 5-9 m, con más de un 
90 % de pureza, comprados de Sigma Aldrich. Las principales características de los nanotubos 
de carbono ya se describieron en el punto 1.1 de la introducción 
En todos lo casos, los MWCNTs se sometieron a un tratamiento en medio ácido 
previamente a ser utilizados. Este tratamiento (descrito en el punto 3.2.1.1) tiene una doble 
finalidad: La eliminación de impurezas procedentes de su síntesis, como trazas de metales y 
óxidos metálicos o de carbón amorfo que pudieran afectar a su biocompatibilidad; y la 
funcionalización de sus paredes mediante la generación de grupos funcionales con oxígenos en 
sus extremos y en zonas de sus paredes con defectos en la estructura de hexágonos de C.  
3.1.2. Quitosano. 
El quitosano (CHI), descubierto por Rouget en 1859,1 es un heteropolisacárido lineal 
formado por unidades de N-acetil-D-glucos-2-amina y D-glucos-2-amina unidas por enlaces  1-
4, que se obtiene por desacetilación alcalina de la quitina. La quitina es el biopolímero más 
abundante en la naturaleza después de la celulosa. Fue aislada por primera vez por Braconnot  
en 1811, a partir de hongos.2 Su nombre viene del griego “chiton” que significa túnica o 
cobertura. Se encuentra principalmente en exoesqueletos de artrópodos (arácnidos, insectos y 
crustáceos) y en la pared celular de algunos hongos.  
                                                                                                                                                             
 
 
 
Figura 3.1.  Estructura química del quitosano     
    
El quitosano es un polímero biodegradable, biocompatible y con un bajo nivel toxicidad.  3-6 
Es relativamente insoluble en agua y soluble en medio acuoso ácido, dependiendo de su grado 
de desacetilación y del pH del medio. Su pKa tiene valores alrededor de 6,5, por lo que los 
grupos amino se encuentran cargados positivamente en medio ácido.7 Siendo un polielectrolito 
catiónico, el quitosano puede formar complejos electrostáticos con especies cargadas 
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negativamente.8,9 Además, cuenta con grupos aminos e hidroxilos (primarios y segundarios) 
como grupos funcionales reactivos susceptibles de sufrir modificaciones químicas.10,11 Estas 
características proporcionan al quitosano excelentes propiedades para formar hidrogeles,12,13  ya 
sean químicos o físicos.14,15 
En los últimos años tanto el quitosano como la quitina han mostrado gran cantidad de 
aplicaciones, especialmente en la industria alimentaria y en biotecnológica.16 Además, se han 
utilizado en el tratamiento de aguas residuales,17-19 en agricultura20,21 y en cosmética.22-24 
También ha suscitado gran interés en el campo de la biomedicina, como sistema de liberación 
controlada y como scaffolds en ingeniería de tejidos, entre otras aplicaciones.25-27 
Los trabajos realizados en esta memoria se llevaron a cabo empleando un quitosano de bajo 
peso molecular proporcionado por Sigma Aldrich, el cual fue caracterizado antes de usarlo (Ver 
apéndice A.2. Caracterización del quitosano). 
3.1.3. Material biológico: E. coli. 
Escherichia coli (E. coli) es una bacteria Gram-negativa que pertenece a la familia 
Enterobacteriaceae de la clase gamma-proteobacterias.28 Se encuentra normalmente en el 
intestino de animales de sangre caliente. Esta bacteria fue descrita por primera vez en 1885 por 
el bacteriólogo alemán Theodore von Escherich.29 Tiene forma de bacilo con un tamaño 
aproximado de 2 µm longitud y 0.5 µm de ancho, con un volumen celular de 0,6-0,7 μm.3,30 No 
forma esporas, sino que se divide por fisión binaria. Su crecimiento óptimo ocurre a 37 ºC, 
pudiendo llegar a dividirse cada 20 minutos. Su metabolismo es anaerobio facultativo. En 
condiciones anaerobias E. coli  realiza una fermentación ácida mixta de la glucosa, 
produciendo hidrógeno y dióxido de carbono.31,32 
E. coli es uno de los organismos modelo de procariota mejor estudiados y más importantes 
en biotecnología, ya que puede cultivarse rápida y fácilmente y tiene un genoma relativamente 
simple y fácil de manipular. 
Existen muchos tipos de E. coli, que se clasifican inmunológicamente, por serotipado. El 
sistema de clasificación está basado principalmente en 3 tipos de antígenos: El antígeno 
somático (O), que corresponde a la terminación de los azúcares de la pared celular de 
lipopolisacáridos;  el antígenos de la cápside (K) y el antígeno flagelar (H).  
A pesar de la gran variedad de cepas de E. coli, solo algunas son empleadas normalmente 
para trabajar en laboratorios, por motivos de seguridad. La mayoría de éstas derivan de la cepa 
K12.  
En esta memoria se ha utilizado una cepa de E. coli K12 proporcionada por el grupo de 
Investigación de Regulación del Metabolismo de Hidrocarburos en Bacterias del Dr. Fernando 
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Rojo, perteneciente al Departamento de Biotecnología Bacteriana del Centro Nacional de 
Microbiología (CNB-CSIC). 
Concretamente, se empleó una cepa bacteriana de E. coli K12 genéticamente modificada 
para expresar una proteína verde fluorescente (GFP) en presencia de un inductor: 
diciclopropilcetona (DCPK). Esta cepa se obtuvo por la introducción del plásmido pPBG11 en 
la cepa E. coli TG110. Este plásmido contiene dos elementos relevantes: (a) el gen gfp que 
codifica a la proteína verde fluorescente (GFP), procedente de la medusa Aequorea victoria, 
clonado en una posición inmediatamente posterior al promotor inducible PalkB, a partir del 
cual se expresa, y (b), el gen xylS, que codifica un regulador de la transcripción que activa al 
promotor PalkB cuando el inductor DCPK está presente en el medio. La proteína GFP 
expresada por esta cepa bacteriana muestra un máximo de emisión a 510 nm cuando es 
excitada con luz a 485 nm.33  
3.2. DEPOSICIÓN DE NANOPARTÍCULAS SOBRE MWCNTs. 
3.2.1. Modificación de los MWCNTs. 
3.2.1.1. Purificación de los MWCNTs.34,35 
Los MWCNTs se purificaron y funcionalizaron mediante un tratamiento en ácido nítrico 
concentrado (14 M). Se pesaron 500 mg MWCNTs en un matraz de fondo redondo y se 
añadieron 25 ml HNO3. Tras una noche en agitación la mezcla se calentó a reflujo durante 6 
horas a 130ºC. Finalizado el proceso se dejaron enfriar a temperatura ambiente, se filtraron a 
vacío utilizando filtros de celulosa regenerada con un tamaño de poro de 0,2 µm, y se lavaron 
repetidamente con agua destilada hasta eliminar los restos ácidos, midiéndose un pH alrededor 
de 5,5 en las aguas de lavado; entonces se dejaron secar a 50 ºC.  
 
3.2.1.2. MWCNTs funcionalizados en medio ácido.35 
Se sonicaron 200 mg de MWCNTs previamente purificados en 12 ml de una mezcla 3:1 de 
H2SO4 y HNO3 (9 y 3 ml, respectivamente) durante 4 horas. La mezcla se dejó enfriar cada 30 
minutos de sonicado para evitar un calentamiento excesivo. Una vez a temperatura ambiente 
los nanotubos resultantes se filtraron y se lavaron con abundante agua destilada hasta eliminar 
completamente los restos ácidos, tras lo cual se dejaron secar en una estufa a 50 ºC durante al 
menos 24 horas.  
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3.2.1.3.  Preparación de MWCNTs recubiertos con quitosano.  
Se preparó una disolución de quitosano al 1% en peso disolviendo 0,5 g de copos de 
quitosano en 50 ml una disolución acuosa de ácido acético 0,05 M (pH 5,5). Se dispersaron 80 
mg de MWCNTs purificados en 1 ml de la disolución de quitosano, se sonicaron y se agitaron 
durante una noche. La suspensión se recogió en una jeringuilla de insulina y se sumergió en un 
baño de nitrógeno líquido (-196 ºC) a velocidad constante. Una vez congelada, la muestra fue 
liofilizada en un equipo ThermoSavant Micromodulyo freeze-drier. El monolito resultante se 
molió para obtener un polvo de nanotubos recubiertos con quitosano (MWCNTs-CHI) 
3.2.1.4. MWCNTs funcionalizados con urea. 
Se mezclaron 50 mg de nanotubos funcionalizados (sección 3.2.1.2) y 1 g de urea en un 
tubo de ensayo y se calentaron a 150 ºC hasta que la urea fundió (25 min). La mezcla tomó un 
tono marrón–negro indicativo de la dispersión de los nanotubos en el medio fundido. Entonces 
se añadió una disolución acuosa de formaldehído (0,11 ml, 37% P/V), se agitó en un vortex y se 
calentó a 150 ºC durante 20 minutos más. Después se dejó enfriar a temperatura ambiente, y el 
sólido se extrajo sucesivamente con agua (1º: 14 ml y 2º: 5 ml) y con etanol (3º a 8º, 10 ml cada 
uno), mediante un proceso de mezclado en vortex y sonicado seguido de centrifugación (6000-
10000 rpm, 10-20 min) y decantación hasta obtener una solución de color marrón-negro. 
Entonces se añadió perclorato de potasio para precipitar los MWCNTs funcionalizados 
disueltos en estos extractos. El perclorato se añadía en forma sólida para obtener una 
concentración de 0,1 M ó 0,01 M, dependiendo de si el disolvente en el extracto era agua o 
etanol, respectivamente. Los nanotubos precipitaron en pocas horas, entonces se recogieron 
por centrifugación y decantación y se lavaron resuspendiéndolos en agua. El proceso de 
precipitación y lavado se repitió tres veces (12000 rpm, 20 min). Los MWCNT funcionalizados 
con urea (MWCNT-UR) se dejaron secar a 50 ºC y, por último, se calentaron 10 minutos a 450 
ºC en atmosfera de O2 para eliminar impurezas derivadas de la termo-descomposición de la 
urea.36 
3.2.1.5. MWCNTs funcionalizados con urea-colina. 
Se preparó una mezcla eutéctica de urea y colina (2:1) calentando los dos componentes a 80 
ºC hasta formar un líquido homogéneo e incoloro. Una vez se hubo enfriado, se suspendieron 
50 mg de MWCNTs funcionalizados en 1 ml de la mezcla eutéctica, se agitaron en un vortex y 
se calentaron a 90 ºC durante 15 horas. Se dejó enfriar la muestra a temperatura ambiente y 
estonces se diluyó con agua destilada y se filtró. Los MWCNTs funcionalizados con urea-colina 
(MWCNT-IL) se lavaron repetidas veces con agua destilada y se dejaron secar en una estufa a 
50 ºC durante un día. 
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3.2.2. Síntesis de nanopartículas de Au,37-39 Pt y bimetálicas de Au/Pt.  
En primer lugar se prepararon tres disoluciones: Una disolución de citrato de sodio 0,025 M 
añadiendo 7,34 mg de éste en 1 ml de agua (disolución I). Una disolución de NaBH4 0,1 M 
añadiendo 1,89 mg de NaBH4  a 0,5 ml de la disolución de citrato de sodio 0,025 M (disolución 
II). Estas disoluciones se prepararon justo antes de cada experimento y se mantuvieron en un 
baño de hielo hasta su uso. Una disolución acuosa de la sal de oro HAuCl4 ·H2O 2,5 x 10-4 M 
(disolución III), preparada por dilución (x 40) a partir de otra disolución más concentrada 
(HAuCl4 ·H2O 10 mM) 
A continuación se añadieron 0,02 ml de la disolución de citrato de sodio 0,025 M a 1,98 ml 
de una disolución acuosa de la sal de oro. La mezcla se agitó durante tres minutos. 
Seguidamente se añadieron 0,06 ml de la disolución de NaBH4  0,1 M recién preparada, y la 
mezcla tomó color rojizo de forma inmediata, indicando la formación de nanopartículas de oro. 
La agitación se mantuvo durante 15 minutos más. La disolución de nanopartículas (NPs) se 
dializó en agua empleando una membrana de diálisis de celulosa de Sigma-Aldrich capaz de 
retener proteínas de un peso molecular igual o mayor a 12000. 
Para la preparación de NPs de Pt y de Nps bimetálicas de Au/Pt se operó siguiendo el 
mismo protocolo, pero utilizando en lugar de la disolución III una disolución de H2PtCl6·H2O 
2,5 x 10-4 M o una mezcla 1:1 de las disoluciones de H2PtCl6·H2O 2,5 x 10-4 M (0,99 ml) y 
HAuCl4 ·H2O 2,5 x 10-4 M (0,99 ml), respectivamente. 
Al igual que en el caso de las NPs de Au, las soluciones resultantes se dializaron en agua 
destilada, empleando el mismo tipo de membrana de diálisis. 
3.2.3. MWCNTs decorados con nanopartículas de Au, Pt o Au/Pt. 
Se prepararon suspensiones acuosas de cada tipo de MWCNTs modificados (purificados, 
funcionalizados con quitosano, con urea o con líquido iónico) dispersando 0,5 mg de los 
MWCNTs correspondientes en 1 ml de agua.  
A continuación se prepararon cuatro viales idénticos conteniendo cada uno 1,98 ml de la 
disolución acuosa de la sal de Au (HAuCl4 ·H2O 2,5 x 10-4 M, disolución III en 3.2.2). Se 
añadieron 0,02 ml de una disolución de citrato de sodio 0,025 M (solución I en 3.2.2) a cada 
uno de los viales y se agitaron durante 3 minutos. Entonces, en cada caso se añadieron 0,1 ml 
de las dispersiones de los distintos tipos de MWCNTs modificados y se agitaron durante 15 
minutos. Por último se añadieron 0,06 ml de la disolución de NaBH4  (disolución II en 3.2.2) a 
cada una de estas suspensiones. Tras 15 minutos más de agitación las suspensiones se 
centrifugaron (8000 rpm, 10 minutos) y se lavaron con agua destilada (5 veces).  
Para la decoración de los diferentes tipos de MWCNTs con NPs de Pt o bimetálicas Au/Pt 
se operó de igual forma, pero utilizando una disolución acuosa de H2PtCl6·H2O 2,5 x 10-4 M o 
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una mezcla 1:1  de las disoluciones acuosas de H2PtCl6·H2O y HAuCl4 ·H2O respectivamente, 
en lugar de la disolución III. Los nanotubos decorados se aislaron del medio de reacción 
mediante lavado con agua destilada y centrifugación (5 X 7500 rpm, 15 min). 
3.2.4. Estudio de la de reducción de 4-nitrofenol catalizada por las NPs. 
Se pipetearon 2 ml de una disolución de 4-nitrofenol 0,05 mM en una cubeta de cuarzo. A 
continuación se añadieron 100 µl de la disolución de nanopartículas de Au una vez dializadas, o 
de dispersiones acuosas de MWCNT/CHI decorados con nanopartículas de Au. Se mezclaron 
por agitación magnética y entonces se añadieron 300 µl de una disolución de NaBH4 0,1 mM. 
El seguimiento de la reacción se llevó a cabo mediante espectroscopía UV/Vis, realizando 
medidas de absorbancia entre 550 y 250 nm a distintos tiempos. Las mezclas de reacción se 
mantuvieron en ausencia de luz y con agitación entre cada medida. 
3.3. PREPARACIÓN DE ESTRUCTURAS 3D MACROPOROSAS. 
3.3.1. Metodología ISISA. 
En esta memoria se describe la preparación de soportes tridimensionales y macroporosos  
(scaffolds) mediante un proceso de moldeado con hielo, que en nuestro grupo se ha 
denominado ISISA. 
En primer lugar se recogían las muestras a congelar (ya fueran disoluciones o suspensiones 
acuosas o hidrogeles) en los recipientes elegidos, normalmente, jeringuillas de insulina de 1 ml 
de capacidad o, excepcionalmente, tubos Falcon de 15 ml. A continuación, se sometían al 
proceso criogénico, que consistía en la inmersión longitudinal y a velocidad constante de las 
muestras en un dewar conteniendo nitrógeno líquido (-196 ºC).  
La velocidad de inmersión se controlaba mediante un aparato dip-coating, 
consistente en un brazo móvil dirigido por un motor. Una vez congeladas, 
las muestras eran criofracturadas para obtener fragmentos del tamaño 
deseado. De esta manera, los extremos de estos fragmentos eran cortes 
limpios, que mostraban secciones internas de los scaffolds.  
Estos monolitos se liofilizaban en un equipo ThermoSavant 
Micromodulyo freeze-drier con el fin de eliminar el hielo y obtener 
estructuras 3D macroporosas. Se observa además que dichos scaffolds 
conservan la forma y tamaño del recipiente en el cual fueron recogidas y congeladas las 
soluciones o suspensiones originales.  
Los fragmentos empleados tanto en los estudios realizados en este trabajo como en la  
caracterización de estructuras mediante microscopía corresponden a zonas de los scaffolds  
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congeladas una vez que la velocidad de avance del frente de hielo había alcanzado un valor 
estacionario. Es en esta zona donde se consigue una estructura regular de canales 
interconectados. Los fragmentos de scaffold correspondientes a la primera zona de las muestras 
en tomar contacto con el baño frío, aproximadamente los 3 primeros centímetros, fueron 
desechados.  
3.3.2. Estructuras 3D de quitosano y NPs de Au.  
3.3.2.1. Síntesis de NPs de Au en quitosano. 
En primer lugar se preparó una disolución de quitosano al 2,5 % en peso, disolviendo 1,25 g 
de quitosano (CHI, lote #13604PC, Av.Mol.Wt.817 KDa) en 50 ml de una solución acuosa de 
ácido acético 0,2 M (pH 4,5). A continuación se preparó una serie de disoluciones acuosas de 
HAuCl4·3H2O a distintas concentraciones: 1 mM, 2,5 mM, 5 mM, y 10 mM. Mezclando 0,25 ml 
de cada una de estas disoluciones con diferentes alícuotas de 1 ml de la disolución de quitosano 
al 2,5%, se obtuvieron una serie de geles CHI-Au al 2% en peso de quitosano y con 
concentraciones de 0,2; 0,5; 1 y 2 mM en oro, respectivamente. Se comparó la evolución de 
estos geles al ser tratados térmicamente a dos temperaturas diferentes, 40 y 80 ºC, durante un 
rango de tiempos variable entre 0 y 5 horas en el primer caso, y de 0 a 3 horas para el segundo 
(Tabla 3.1).  
La formación y el crecimiento de las nanopartículas de oro a partir de las 
mezclas de HAuCl4·3H2O y quitosano se estudiaron mediante 
espectrofotometría UV-Vis. Con este fin se prepararon dichas mezclas 
directamente en cubetas de espectroscopía y se midió su absorbancia entre 400 
y 700 nm a distintos tiempos del tratamiento térmico. Durante el tratamiento 
térmico las muestras se mantuvieron en un ambiente de humedad en un frasco 
cerrado para evitar que variase su concentración debido a la evaporación del 
agua. 
3.3.2.2. Procesado ISISA de las mezclas CHI-NPs Au. 
Se preparó una serie de geles CHI-Au al 2% en peso de quitosano y con concentraciones de 
0,2 mM, 0,5 mM, 1 mM y 2 mM en oro tal y como se ha indicado anteriormente, pero,  
recogiendo  rápidamente las mezclas en jeringuillas de insulina (1 ml de capacidad), antes de 
que pasaran a estado gel. Tras serles aplicado el tratamiento térmico correspondiente (20 
minutos o 3 horas a 80 ºC) fueron congeladas según la metodología ISISA. La velocidad de 
inmersión fue de 2,7 mm/min.  
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Muestras CHI (2% P/V)/Au 
 
[Au] (mM) t 0 
80ºC 40ºC 
20 min 3h 5h 
gel scaffold solución scaffold gel 
0,2                 G1 G1‟     M1 S1 M1* G1‟‟(5 h 40ºC) 
0,5                 G2 G2‟     M2 S2 M2* G2‟‟(5 h 40ºC) 
1                    G3      G3‟        M3 
2                    G4      G4‟        M4 
S3 M3* G3‟‟(5 h 40ºC) 
G4‟‟(5 h 40ºC) S4 M4* 
 
Tabla 3.1. Muestras CHI/Au. La concentración de quitosano es del 2% en peso en todos los casos. 
3.3.2.3. Reacción catalítica de reducción de 4-nitrofenol por los monolitos CHI-Au. 
Se emplearon dos monolitos distintos: uno de ellos de M3, de 1,9 mg de peso (preparado a 
partir de G3‟, una mezcla original de quitosano al 2% en peso y 1 mM en Au calentada durante 
20 minutos a 80 ºC antes de ser congelada y liofilizada), y el otro de M1*, de 1,8 mg (preparado 
a partir de S1, una mezcla de quitosano al 2% en peso y 0,2 mM en Au, calentada durante 3 
horas a 80 ºC) (Tabla 3.1). 
Estos monolitos se introdujeron en cubetas de cuarzo que contenían 3 ml de una disolución 
de 4-nitrofenol 0,05 mM. A continuación se añadieron 300 µl de una disolución de NaBH4 0,1 
mM y se realizaron espectros de absorción (desde 550 hasta 250 nm) a distintos tiempos de 
reacción, manteniendo la mezcla en la oscuridad y con agitación magnética entre cada medida. 
3.3.3. Estructuras  3D de MWCNTs.  
3.3.3.1. Preparación de suspensiones acuosas de MWCNTs.  
En primer lugar se prepararon una serie de disoluciones acuosas al 1% (P/V) de diversos 
polímeros: PVAs (polivinilalcohol) de varios pesos moleculares 72000, 89000 y 130000; PEGs 
(polietilenglicol) de peso molecular 46000; PVP (polivinilpirrolidona); alginatos de baja y de 
media viscosidad; celulosa; hidroxietilcelulosa; elastina sintética VPAVG (poli L Val-L Pro- L 
Ala- L Val-L Glu); quitosano soluble y quitosano, aunque ésta última disolución se preparó 
disolviendo 0,5 g de copos de quitosano de bajo peso molecular (CHI, lote #04607JB, Av. Mol. 
Wt. 440 KDa) en 50 ml de una disolución acuosa de ácido acético (0,05 M; pH 5,5). También se 
prepararon disoluciones acuosas al 1 % de dos copolímeros de bloque de tipo Pluronic: F68 y 
F108, y de PANGEL, un agente dispersante obtenido a partir de sepiolita micronizada.  
A continuación se prepararon una serie de suspensiones de MWCNTs al 8% en peso, 
dispersando 120 mg de MWCNTs purificados (sección 3.2.1.1) en 1,5 ml de cada una de las 
disoluciones de los agentes dispersantes. 
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En el caso concreto del quitosano, se prepararon además suspensiones de MWCNT/CHI con 
otros contenidos en nanotubos: 2, 4 y 6 % (P/V) dispersando, respectivamente, 30, 60 y 90 mg 
de MWCNTs purificados en 1.5 ml de la solución de quitosano al 1% (P/V). 
Todas las suspensiones se mantuvieron en agitación durante un día y fueron sonicadas 
durante 5 minutos antes de ser congeladas empleando la metodología ISISA.  
3.3.3.2. Procesado ISISA de las dispersiones de MWCNTs. 
Tras varias horas de agitación, las suspensiones de MWCNTs se recogieron en jeringuillas 
de insulina, de 1 ml de capacidad, y se congelaron por inmersión longitudinal y a velocidad 
constante (5,9 mm/min) en un baño de nitrógeno líquido (contenido en un “dewar”), con una 
temperatura constante de -196 ºC. Una vez congeladas y criofracturadas las muestras fueron 
liofilizadas durante 24 horas.                                                                                                                                                                                                      
Como resultado de aplicar la metodología ISISA a las suspensiones con distintas cantidades 
de MWCNTs: 2, 4, 6 y 8 % (P/V) en quitosano al 1% en peso, se obtuvieron scaffolds con 
porcentajes finales en nanotubos de carbono de 66, 80, 85, 89%, respectivamente. Estos 
scaffolds se nombrarán como MWCNT(X)/CHI, siendo X el porcentaje en peso de nanotubos 
en el scaffold. 
Con el fin de estudiar la influencia de la velocidad de congelado en la estructura de los 
scaffolds se congelaron varias suspensiones de MWCNTs (6% P/V) en quitosano (1% P/V) 
empleando distintas velocidades de inmersión en el baño de nitrógeno líquido (0,72; 2,7; 5,9 y 
9,1  mm/min). 
3.4. MINERALIZACIÓN ASISTIDAPOR UREA. 
3.4.1. Estudio del método de mineralización. 
Se preparó una disolución acuosa acidificada con HCl (≈1 M HCl) de hidroxiapatita (HAp, 
15 mg/ml) y urea 2 M, ajustando el pH a 2,5 con NaOH. Esta disolución se sometió a un 
tratamiento térmico a 90 ºC con el fin de precipitar la hidroxiapatita, debido al aumento del pH 
de la disolución provocado por la descomposición térmica de la urea a dicha temperatura. 
Con el fin de hacer un seguimiento de la evolución del contenido de calcio y fósforo en la 
disolución inicial de hidroxiapatita y urea durante el proceso de mineralización a 90 ºC, se 
realizaron análisis químicos de diversas alícuotas de dicha disolución tomadas a distintos 
tiempos durante el tratamiento térmico. Estos análisis se realizaron mediante espectroscopía de 
emisión atómica con fuente de plasma acoplado inductivamente (ICP-AES).  
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3.4.2. Mineralización asistida por urea de los scaffolds de MWCNT/CHI.  
Los estudios realizados en el capítulo 7 se llevaron a cabo trabajando con monolitos 
macroporosos cilíndricos de MWCNT(85)/CHI (con un contenido de MWCNTs del 85%) de 
dos diámetros distintos, 4 y 10 mm preparados empleando la metodología ISISA, según se 
describe en el apartado 3.3.3. Como moldes se emplearon jeringuillas de insulina y tubos 
Falcon, respectivamente. La velocidad de inmersión en el baño de nitrógeno líquido fue de 5,9 
mm/min. 
De forma previa al tratamiento de mineralización, los scaffolds fueron tratados con vapores 
de glutaraldehido, durante 24 horas a temperatura ambiente, para reforzar su estructura 
mediante el entrecruzamiento de las cadenas de quitosano. Seguidamente, los scaffolds se 
dejaron airear durante al menos 24 horas para evaporar los restos de glutaraldehido no 
entrecruzados. Para llevar a cabo la mineralización de los scaffolds se siguieron dos protocolos 
ligeramente diferentes. En ambos casos el procedimiento se inició infiltrando a vacío durante 
40 minutos una porción de scaffold de MWCNT(85)/CHI en 5 ml de una disolución acuosa 
acidificada (≈1 M HCl, pH 2,5) de hidroxiapatita (HAp, 15 mg/ml) y urea (2 M). A 
continuación se aplicaba un tratamiento térmico a 90ºC para precipitar la hidroxiapatita, 
debido al aumento del pH de la disolución provocado por la descomposición térmica de la urea 
a esa temperatura. En el primer procedimiento (A) los scaffolds se mantuvieron sumergidos en 
dicha disolución durante 4, 8 o 12 horas a 90 ºC. En el segundo procedimiento (B) los scaffolds 
empapados con la disolución ácida se dispusieron de tal manera que no estaban sumergidos en 
la disolución, pero sí en una atmósfera saturada de vapores de amonio procedentes de la 
descomposición térmica de la urea de dicha disolución durante el tratamiento térmico a 90 ºC , 
durante 4 u 12 horas. (Figura 3.2). Los scaffolds mineralizados con hidroxiapatita se 
denominarán HAp-MWCNT/CHI. 
 
 
 
 
                                
     
                                                 A                    B 
 
Figura 3.2. Esquema de los procedimientos A y B de mineralización asistida por urea. 
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3.5. SCAFFOLDS DE MWCNT/CHI y HAp-MWCNT/CHI EN INGENIERÍA 
DE TEJIDOS. 
Este trabajo se realizó en colaboración con el grupo de Ingeniería de Tejidos dirigido por el 
Dr López Lacomba del Instituto de Estudios Biofuncionales de la Universidad Complutense de 
Madrid. (IEB-UCM). 
3.5.1. Ensayos de adhesión y proliferación celular in vitro. 
Todos los ensayos in vitro se realizaron con células de la línea C2C12, línea muscular 
mioblástica de ratón, ATTCC CRL 1772, Manassas, Virginia.  
3.5.1.1. Cultivos celulares. 
Los cultivos celulares se realizaron sobre fragmentos cilíndricos, de 10  mm de diámetro y 2 
mm de grosor, de scaffolds de MWCNT(85)/CHI y de HAp-MWCNT(85)/CHI (mineralizados 
con hidroxiapatita mediante el procedimiento B anteriormente descrito en el punto 3.5.2). 
En primer lugar se esterilizaron los scaffolds mediante irradiación con luz UV durante una 
noche. Una vez estériles se colocaron en una placa de cultivo de 24 pocillos (con pocillos de 16 
mm de diámetro de Corning Incorporated Costar) y se sembraron con células de la línea C2C12 
(2·105 células por scaffold). Estos scaffolds sembrados se cultivaron en medio DMEN 
conteniendo un 10% de Suero Fetal Bovino y antibióticos (100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml 
de sulfato de estreptomicina). La morfología de los cultivos celulares se estudió mediante 
microscopía electrónica de barrido ambiental (ESEM).  
3.5.1.2. Ensayos de toxicidad in vitro. 
Para estudiar la biocompatibilidad de los scaffolds para el cultivo celular se realizaron 
ensayos in Vitro MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) de 
proliferación celular y toxicidad. Este método es comunmente empleado para determinar el 
posible efecto citotóxico de un agente sobre líneas celulares tumorales o cultivos primarios de 
líneas celulares sanas. 
En estos ensayos se mide la actividad del enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa en 
la reducción del compuesto MTT a un precipitado púrpura de formazán. Este compuesto 
reducido puede disolverse en n-propanol y cuantificarse espectrofotométricamente, ya que 
absorbe a 570 nm. De esta manera puede determinarse la actividad mitocondrial de las células 
tratadas. La cantidad de formazán es proporcional a la cantidad de células vivas, por lo que 
midiendo el aumento de absorbancia debida a la formación de dicho compuesto se puede 
monitorizar la viabilidad y actividad bioquímica de un cultivo. 
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Los ensayos MTT se llevaron a cabo con ambos tipos de scaffolds cultivados (mineralizados 
con HAp y sin mineralizar), y en el medio de cultivo que quedaba en los pocillos alrededor de 
dichos scaffolds. Como control positivo se utilizaron cultivos celulares realizados de la misma 
forma en placas de pocillos vacías, sin scaffolds (Figura 3.3) 
Se añadió MTT reconstituido (una dilución 1/10, 40 µl MTT en 400 µl de medio) al medio 
de cultivo celular. Transcurridas 2,5 h de incubación a 37 ºC se añadieron 440 µl de una 
disolución de solubilización de MTT y se medió la absorbancia a 570 nm en un Microplate 
Reader (Biotek FL-600). También se midió la absorbancia a 690 nm como referencia, para 
restar el fondo debido al cultivo celular, por tanto los valores de absorbancia se expresan 
mediante las diferencias Abs 570-Abs 690.  
 
Figura 3.3. Fotografía de las muestras en las que se 
realizaron los ensayos MTT, (b) pocillo cultivado sin scaffold 
(control positivo) (a) scaffold cultivado y (c) porción de 
pocillo que rodea al scaffold  
 
3.5.1.3. Examen histológico. 
Los exámenes histológicos se llevaron a cabo con scaffolds de MWVNT/CHI que habían 
sido cultivados durante cuatro días. Los cultivos crecidos en estos soportes monolíticos fueron 
fijados con tampón neutro de formalina al 10%, embebidos en parafina y cortados en láminas 
de aproximadamente 4 µm de grosor. Estas láminas finas se tiñeron con hematoxilina-eosina y 
se observaron en un microscopio Olimpus BX51.  
3.5.1.4. Ensayos de inmunotinción. 
Una de las técnicas de inmunohistoquímica más empleadas es la del complejo avidina-
biotina (ABC), basada en la unión específica de un anticuerpo con un antígeno tisular, seguida 
por una serie de procedimientos dirigidos a hacer visible la reacción.  
Los ensayos de inmunotinción de las células C2C12 cultivadas en los scaffolds de 
MWCNT/CHI se realizaron empleando un anticuerpo monoclonal primario contra actina α de 
músculo liso (α-SMA, Sigma, 18-0106), a una dilución 1:50 en diluyente de anticuerpos (Dako, 
Dinamarca). Como anticuerpo secundario se utilizó anti-ratón de conejo, a una dilución 1:100 
en el mismo diluyente. La técnica ABC se llevó a cabo utilizando un sistema  “Vectastain ABC-
Phosphatase Alkaline System” (Vector, Burlingame, CA.). La actividad de la fosfatasa alcalina 
se reveló con Líquid Permanent Red (LPR, Dako, Dinamarca). El LPR forma un producto de 
reacción rojo permanente en el punto del antígeno diana que puede observarse mediante 
microscopía óptica o por fluorescencia.  
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Las secciones se analizaron empleando un microscopio Olympus BX51. Las imágenes de 
fluorescencia se registraron en el canal de 568 nm (rojo) y se superpusieron con imágenes de 
microscopía óptica. 
3.5.2. Ensayos de diferenciación celular in vitro. 
Se estudió la evolución de la línea celular pluripotencial C2C12 (mioblástica de ratón) hacia 
un linaje osteoblástico en presencia de una proteína recombinante humana: Bone 
Morphogenetic Protein-2 (rhBMP-2). Esta proteína, proporcionada gratuitamente por 
Noricum S.L., se obtuvo por técnicas de ingeniería genética usando como sistema de expresión 
bacteriano la cepa E. coli, BL21 (DE3). Las proteínas obtenidas de esta forma fueron purificadas 
y plegadas en su forma activa antes de ser utilizadas. Se disolvieron aproximadamente 200 µg 
de rhBMP-2 en una solución tamponada y se gotearon sobre la superficie de los scaffold de 
MWCNT/CHI y HAp-MWCNT/CHI (de alrededor de 1,5 cm2 de diámetro). Una vez 
evaporado el disolvente, se sembraron células C2C12 sobre el scaffold, como se describió 
anteriormente, y se dejaron crecer en medio de cultivo.  
Se midió la actividad fosfatasa alcalina (ALP) de las células en los días 2º, 4º y 6º de cultivo. 
Con este fin se eliminaba el medio de cultivo de las placas de pocillos y se lavaban con 200 µl 
de PBS antes de añadir 100 µl de tampón de lisis por pocillo (50 mM Tris pH 6,8; 0,1% Tritón 
X100, 2 mM MgCl2). A continuación se analizaba la actividad fosfatasa alcalina de 10 µl de las 
muestras resultantes usando como sustrato p-nitrofenilfosfato  en tampón 2-amino-2-metil-1-
propanol (volumen total 100 µl). Transcurridos 10 minutos de incubación a 37 ºC se detenía la 
reacción añadiendo 100 µl de NaOH 0,5M, y se medía la absorbancia de las muestras a 405 nm, 
longitud de onda a la que el p-nitrofenol muestra un máximo de absorción, en un Microplate 
Reader (Bioteck FL-600). 
3.5.3. Modelo experimental in vivo.  
En este experimento se implantaron scaffolds de MWCNT/CHI adsorbidos con la proteína 
rhBMP-2 en tejido muscular de ratón, induciendo la formación de tejido óseo ectópico en 
dicha zona. Se emplearon ratones tipo Balc.  
Los ratones fueron anestesiados por inhalación de isoflurano (5% de isoflurano en una 
mezcla de un 30% de O2 y 70% de N2O). Se les realizaron dos incisiones, a modo de “bolsillo”, 
en el tejido subcutáneo del lomo, a 15 cm del comienzo del rabo, en cada uno de los cuales se 
implantó un scaffold cilíndrico de MWCNT/CHI (de 10 mm de diámetro y 2 mm de grosor) 
previamente adsorbido con 0,1 mg de rhBMP-2. A las tres semanas de la realización del 
implante los animales fueron sacrificados. Los ratones se manipularon de acuerdo con el 
protocolo establecido y los experimentos fueron aprobados por el comité para la investigación 
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con animales de la institución. Los ratones pesaban alrededor de 25 g y recibieron comida y 
agua ad libitum. El examen histológico de los scaffolds recogidos fue realizado como se ha 
descrito anteriormente para los experimentos in vitro, excepto por el uso de un colorante 
adicional, tricromo de Masson. Todos los procedimientos de tinción histológicos e 
inmunohistoquímicos (in vivo e in vitro) fueron realizados por los servicios de Dominion 
Pharmkine (www.pharmakine.com). 
3.6. SCAFFOLDS DE Pt-MWCNT/CHI COMO ÁNODOS EN PILAS DE 
METANOL. 
Este trabajo se realizó con la colaboración del Dr. Ricardo Jiménez, del Departamento de 
Materiales Ferroeléctricos, y el Dr. J. Manuel Amarilla, del Departamento de Sólidos Iónicos, 
ambos pertenecientes al Instituto de Ciencia de Materiales de Madrid (ICMM-CSIC). 
3.6.1. Preparación de MWCNTs decorados con nanopartículas de Pt. 
Las nanopartículas de platino se depositaron sobre la superficie de MWCNTs previamente 
purificados (sección 3.2.1.1). Se dispersaron 150 mg de estos nanotubos en 70 ml de 
etilenglicol. A esta mezcla se le añadieron por goteo 5 ml de una disolución de la sal de platino 
(47 mg de H2PtCl6·H2O en 5 ml de etilenglicol, para alcanzar una relación Pt/C del 15%). A 
continuación la dispersión se calentó a reflujo durante 6 h a 190 ºC. Una vez transcurrido este 
tiempo se dejó enfriar hasta temperatura ambiente, y entonces se filtró y se lavó repetidamente 
con agua destilada hasta eliminar completamente los restos de etilenglicol. El producto 
obtenido se dejó secar en una estufa a 50 ºC.  
3.6.2. Preparación de los scaffolds de Pt-MWCNT/CHI. 
Los scaffolds de Pt-MWCNT(89)/CHI se prepararon empleando la  metodología ISISA, de 
forma similar a como se describe en la sección 3.3.3.2, a partir de una suspensión de Pt-
MWCNTs 8% (P/V) y CHI 1% (P/V). La velocidad de inmersión fue de 5,9 mm/min. Como 
moldes se emplearon jeringuillas de insulina. 
3.6.3. Medidas de conductividad. 
La conductividad DC de los scaffolds (σDC) se midió utilizando un método típico de cuatro 
puntas (Figura 3.4). Se aplicó una corriente constante de 1 mA entre los contactos de plata Hi y 
Lo con un multímetro digital Fluke 8840. Estos contactos se colocaron en el eje longitudinal 
del scaffold cilíndrico (de 3 cm de longitud) con un par de micromanipuladores. La caída de 
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potencial en la superficie del cilindro se medió con dos electrodos de Au que se disponían 
presionando suavemente sobre la superficie del scaffold con la ayuda de otro par de 
micromanipuladores. La precisión de las medidas de potencial de corriente directa era de 
alrededor de 1 μV. Se realizaron diversas medidas con diferentes separaciones entre los 
electrodos de medida, permitiendo un cálculo preciso de la conductividad aplicando la 
siguiente ecuación:                      
                                                            Rd
L
DC 24

 
 
Siendo L la distancia entre los electrodos de Au, R la medida proporcionada por el 
multímetro en el sistema de cuatro puntas y d el diámetro del cilindro. 
 
                                            
 
Figura 3.4. Fotografía del sistema de medida de conductividad. Las cuatro puntas están tocando los 
extremos de un scaffold de MWCNT/CHI. 
3.6.4. Experimentos de voltametría cíclica. 
Los análisis de las propiedades electroquímicas de los electrodos se llevaron a cabo mediante 
experimentos de voltametría cíclica (CV), usando un potenciostato-galvanostato Arbin modelo 
BT4. La voltametría comprende un grupo de técnicas electroquímicas basadas en la respuesta 
corriente-potencial de un electrodo polarizable en la solución que se analiza. 
El proceso implica la electrolisis de una o varias especies electroactivas, comprendiendo la 
reacción de estas especies en el electrodo y el mecanismo de transferencia de masa, 
principalmente difusión. La información obtenida se representa en una curva 
corriente/potencial llamada voltagrama.                                               
En una voltametría cíclica se realizan barridos de potencial directos e inversos durante 
varios ciclos sucesivos, observándose los picos catódicos y anódicos de la especie electroactiva. 
Estos experimentos se realizaron en una celda convencional de tres electrodos: la muestra a 
estudiar adherida a una barra de grafito como electrodo de trabajo, una lámina de Pt de gran 
superficie como contraelectrodo, y un electrodo saturado de calomelanos como electrodo de 
referencia. Las CVs se realizaron a una velocidad de 5 mV/s. Se realizaron barridos entre un 
rango de potenciales de -0,4 a 0,4 V en los casos en los que se utilizaba como electrolito una 
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disolución de H2SO4 0,1M y, entre -0,4 y 1,5 V, cuando el electrolito consistía en una 
disolución de H2SO4 0,1 M y MeOH 0,25 M.  
Los experimentos de CV se llevaron a cabo en atmósfera inerte de N2. Las disoluciones de 
electrolito fueron previamente desoxigenadas (durante 30 minutos) mediante una corriente de 
N2, que se mantenía hasta el final del experimento. 
Las muestras se adhirieron a las barras de grafito con un pegamento conductor (Graphite 
Conductor Adhesive 112, de Electrón Microscopy Science). 
Los scaffolds, ya adheridos a las barras de grafito, fueron infiltrados a vacío con la 
disolución del electrolito correspondiente antes de comenzar las CV, asegurando que toda su 
estructura interna quedara empapada en dicha disolución. 
Se realizaron medidas de CV empleando distintas muestras como electrodo de trabajo: (1) 
polvo de Pt-MWCNTs (0,6 mg) depositado formando una capa fina sobre la superficie de la 
barra de grafito  y (2) scaffolds de Pt-MWCNT(89)/CHI de varios tamaños: 2; 2,6; 4,6; 7,3 y 9,3 
mg adheridos a barras de grafito. En la Figura 3.7 se muestran fotografías de algunos de estos 
electrodos. También se probaron como electrodos una capa de MWCNTs sin decorar y un 
fragmento de un scaffold de MWCNT(89)/CHI de 2 mg adheridos una barra de grafito, para 
realizar los blancos en estas medidas de CV. 
Se realizaron pruebas de CV comparando distintas velocidades de barrido (10, 15 y 20 
mV/s) para un mismo electrodo de  Pt-MWCNT(89)/CHI de 3,7 mg. 
 
   
 
 Figura 3.5. Electrodos de trabajo de distintos tamaños adheridos a barras de grafito. 
 
Las curvas de voltametría cíclica que se muestran en esta memoria se tomaron a partir del 
décimo ciclo, de esta forma se asegura la estabilidad de las medidas. 
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3.7. ENSAYOS DE VIABILIDAD BACTERIANA Y COLONIZACIÓN DE LOS 
SCAFFOLD 3D de MWCNT/CHI. 
Estos experimentos se llevaron a cabo con la colaboración del grupo de Investigación de 
Regulación del Metabolismo de Hidrocarburos en Bacterias del Dr. Fernando Rojo, 
perteneciente al Departamento de Biotecnología Bacteriana del Centro Nacional de 
Microbiología (CNB-CSIC). 
3.7.1. Ensayos de viabilidad bacteriana en placa. 
Se sembraron varias placas Petri con medio de crecimiento LB (triptona (1% P/V), extracto 
de levadura (0,5 % P/V) y NaCl al (1% P/V)) solidificado con agar (1,5% P/V) con una cepa 
bacteriana E. coli K12. A continuación se depositaron pequeñas cantidades de polvo de varios 
scaffolds finamente molidos: de MWCNT(85)/CHI, de PVA (como control positivo) y de PVA 
con un antibiótico, el ciprofloxacino, (como control negativo), en el centro de las placas. Se 
incubaron durante 24 h a 37 ºC, y tras este periodo se analizó el crecimiento de los cultivo, 
comprobando la presencia, o ausencia, de halos de inhibición alrededor de los materiales 
depositados. Estos ensayos se realizaron por triplicado. 
3.7.2. Ensayos de viabilidad bacteriana en medio líquido. 
Los ensayos de viabilidad en medio líquido se realizaron sumergiendo fragmentos 
cilíndricos de varios scaffolds: de PVA (como control positivo), de PVA con cristales de 
ciprofloxacino embebidos en sus estructura (como control negativo) y de MWCNT(85)/CHI en 
suspensiones microbianas de E. coli K12. Estas suspensiones contenían alrededor de 106 
bacterias/ml en 25 ml de medio de cultivo líquido de medio mínimo en sales M9 suplementado 
con glucosa (30 mM) como fuente de carbono. Tras 24 horas de incubación a 37 ºC se 
comprobó el crecimiento bacteriano realizando medidas de densidad óptica de las suspensiones 
bacterianas. Estos ensayos se realizaron por triplicado.  
La composición del medio M9 es: Na2 HPO4·12 H2O 58 mM, KH2 PO4 22 mM , NaCl 8 mM, 
NH4Cl 18 mM, MgSO4 2 mM, CaCl2 0,1 mM, vitamina B1 6 pM. 
3.7.3. Colonización desde el exterior al interior del scaffold. 
En estos experimentos se emplearon scaffolds de MWCNT(85)/CHI construidos empleando 
la metodología ISISA (como se describe en el apartado 3.3.3.) congelando la suspensión de 
nanotubos en jeringuillas de insulina a una velocidad de inmersión de 5,9 mm/min.  
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Los cultivos se realizaron sumergiendo fragmentos de estos scaffolds cilíndricos, de 1 cm de 
longitud y 4,5 mm de diámetro, en una suspensión microbiana (de ≈106  bacteria/ml) en 25 ml 
medio de cultivo líquido, e incubándolos durante 24 horas a 37 ºC y con agitación constante.  
El medio de cultivo estaba compuesto por medio mínimo en sales M9, suplementado con 
glucosa (30 mM) como fuente de carbono. Tras este periodo se analizó la colonización de los 
scaffold mediante microscopía confocal. 
Este experimento está representado en un esquema en el capítulo 8 de este trabajo, en la 
Figura 8.17. 
3.7.4. Colonización in situ, desde el interior hacia el exterior. 
3.7.4.1. Inclusión del inóculo microbiano durante la preparación de los scaffolds. 
Se dispersó el inóculo de E. coli K12 en medio mínimo en sales M9 se dispersó directamente 
en la suspensión de nanotubos (6% P/V) y quitosano (1% P/V). La cantidad de inóculo 
bacteriano se calculó para obtener para obtener una concentración de ≈1x106 bacteria/ml en la 
suspensión de nanotubos y quitosano. Esta mezcla se recogió en jeringuillas de insulina, que se 
congelaron por inmersión en nitrógeno líquido (a 5,9 mm/min) y se liofilizaron.  
3.7.4.2. Inclusión del inóculo microbiano en microesferas de alginato con glucosa.  
En primer lugar se preparó una disolución de alginato de sodio (de viscosidad del 2%) al 2% 
(P/V) en medio mínimo diluido (1/10), y se añadió D-(+)-glucosa a diferentes concentraciones 
(0, 10, 20, 30 y 50% P/V). A 9 ml de cada una de estas disoluciones se le añadió 1 ml de medio 
mínimo en sales M9 conteniendo el inóculo bacteriano (500 µl de la suspensión celular original 
en 500 µl de medio mínimo diluido). La mezcla se mantuvo en agitación durante 10 minutos. 
Esta suspensión bacteriana se fue añadiendo gota a gota sobre una disolución de CaCl2 bajo 
agitación intensa, hasta alcanzar una relación volumétrica 1/5. Con el fin de controlar la 
densidad de las microesferas se usaron diferentes concentraciones de CaCl2, resultando 0,05 M 
la concentración óptima de CaCl2 para este experimento. El goteo se realizó empleando una 
jeringuilla con una aguja de 0,45 μm de diámetro. Transcurridos 10 minutos en agitación las 
microesferas resultantes (MB, siglas en inglés de microbial beads), de ≈ 1mm de diámetro, se 
lavaron con 50 ml de agua destilada y desionizada. La temperatura se mantuvo a 4 ºC durante 
todo el proceso para evitar el crecimiento bacteriano.  
3.7.4.3. Ensayos de Espectroscopía de Fluorescencia. 
Las medidas de fluorescencia se realizaron a 20ºC en un espectrofluorímetro SLM-8000C 
(SLM Instruments, Urbana, IL). La longitud de onda de excitación se estableció en 485 nm. Las 
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muestras se prepararon disolviendo 50 microesferas de alginato, con las distintas 
concentraciones de glucosa en cada caso, en 1,5 ml de tampón Tris 10 mM y citrato de sodio 50 
mM. Se restaron las medidas tomadas con el blanco apropiado para minimizar la contribución 
de la dispersión en las medidas de emisión de fluorescencia de las muestras. 
3.7.4.4. Preparación de scaffolds MWCNT/CHI/MB. 
En primer lugar se preparó una suspensión de MWCNT(6% P/V)/CHI(1% P/V) de la forma 
habitual, y tras varias horas de agitación se recogió en jeringuillas de insulina de 1 ml. A cada 
una de estas jeringuillas se le añadieron 20 microesferas de alginato de calcio y glucosa 
conteniendo el inóculo bacteriano (calculado para obtener ≈1x106 bacteria/ml en suspensión). 
Inmediatamente después se congelaron por inmersión en nitrógeno líquido a 5,9 mm/min. 
Antes de ser liofilizadas se criofracturaron en fragmentos de alrededor de 1 cm de longitud.  
3.7.4.5. Cultivos de los scaffolds de MWCNT/CHI/MB. 
La metodología es similar a la empleada en los experimentos de colonización descritos en el 
apartado 3.7.3. En este caso se sumergieron los scaffolds MWCNT(85)/CHI/MB (con las 
bacterias inmovilizadas en su estructura interna en microesferas de alginato) en 25 ml de 
medio mínimo M9, suplementado con glucosa (30 mM) como fuente de carbono y con citrato 
de sodio (50 mM). El citrato de sodio no es una fuente de carbono para E. coli sino que permite 
la disolución de las microesferas de alginato, liberando las bacterias. Los scaffolds se 
mantuvieron sumergidos en este medio 1 hora a 4 ºC, evitando el crecimiento microbiano 
durante este periodo de rehidratación y disolución de las microesferas. La cantidad de 
microesferas de alginato se fijó para obtener una suspensión bacteriana de ≈106 bacteria/ml tras 
su disolución. Acto seguido se  incubaron a 37 ºC y con agitación constante durante 24 h. Tras 
este periodo se recogieron los scaffolds para estudiar la colonización de su estructura mediante 
microscopía de fluorescencia confocal.  
Este experimento está esquematizado en el capítulo 8 de este trabajo, en la Figura 8.21. 
3.7.4.6. Estudios de viabilidad celular mediante medidas de impedancia indirecta. 
De este modo estudió la eficiencia de la inclusión del inóculo bacteriano en microesferas de 
alginato de calcio con glucosa como método crioprotector. Se realizó un estudio comparativo 
del metabolismo microbiano en tres casos: (1) Un cultivo estándar en medio líquido; (2) una 
suspensión de bacterias recién rehidratadas en medio de cultivo líquido tras la disolución de las 
microesferas de alginato embebidas en scaffolds de MWCNT(85)/CHI; y (3), la suspensión 
microbiana obtenida tras rehidratar el inóculo cuando éste era añadido directamente, sin 
ningún tipo de crioprotección, a la suspensión de MWCNTs antes de ser sometida al proceso 
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criogénico. La cantidad de bacterias inoculadas en los scaffolds se fijó para obtener ≈106 
bacterias/ml al ser rehidratadas y disueltas en 25 ml de medio de cultivo líquido.  
Las medidas de impedancia indirecta fueron tomadas en un aparato Micro-Tac 4100 (SY-
LAB Geräte Gmb, Neupurkerdorf, Austria). En condiciones estériles, las alícuotas de 1 ml de 
cada muestra se introdujeron en un contenedor cilíndrico de polietileno de 7 ml. Éste se 
colocaba en el interior de otro contenedor cilíndrico de poliestireno con 4 electrodos de acero 
inoxidable. El contenedor exterior se rellenó con 2 ml de una solución acuosa de KOH 36 mM. 
Se cerró herméticamente con un tapón que aseguraba la apertura aséptica del contenedor 
interior. Las muestras se incubaron a 37 ºC para promover el crecimiento bacteriano, y de esta 
manera, la liberación de dióxido de carbono. El CO2 procedente del metabolismo microbiano 
fluye del contenedor interior hacia el exterior, donde es absorbido por la solución de KOH 
formando un precipitado (K2CO3) y provocando el cambio del valor inicial de impedancia de la 
disolución de potasa (≈ 180 Ohm-1). Se tomaron valores cada 10 minutos. 
3.7.5. Colonización en flujo de scaffolds de MWCNT/CHI. 
3.7.5.1. Preparación de scaffolds de MWCNT/CHI en tubos de grafito. 
Los tubos de grafito se obtuvieron a partir de barras cilíndricas de grafito de 6 mm de 
diámetro. Estas barras se cortaron en fragmentos de 3 cm de longitud y se taladraron 
transformándolas en tubos huecos con un diámetro interno de 4,5 mm. Los tubos de grafito se 
sometieron a un tratamiento a reflujo en ácido nítrico concentrado durante 6 horas a 130 ºC, 
tratamiento idéntico al empleado para purificar los MWCNTs (sección 3.2.1.1). Terminado este 
proceso se lavaron repetidas veces con agua destilada y se dejaron secar a 50ºC.   
                
                         
 
Figura 3.6. Esquema del montaje empleado para preparar scaffolds en el interior de tubos de grafito. 
 
Los tubos de grafito se colocaron entre dos fragmentos de jeringuilla de insulina, 
situándolos aproximadamente a 3 cm de la punta, se rellenaron con una suspensión de 
MWCNTs (8% P/V) en quitosano (1% P/V) y se congelaron empleando la metodología ISISA. 
La velocidad de inmersión fue de 2,7 mm/min (Figura 3.6). 
3.7.5.2. Cultivos en flujo de MWCNT/CHI construidos in situ en tubos de grafito. 
Los scaffolds de MWCNT(89)/CHI preparados in situ en el interior de tubos de grafito  se  
infiltraron a vacío con agua destilada, una vez empapados se colocaron dos de ellos en un 
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sistema de flujo en paralelo, conectados por ambos extremos a conductos de plástico. 
Utilizando una bomba peristáltica se hicieron pasar 100 ml de medio de cultivo M9 a través de 
cada monolito, seguidos de 50 ml una suspensión bacteriana de E. coli K12 (≈106 bacterias/ml), 
con un flujo de 0,3 ml/min. A continuación se observó la distribución del cultivo en la 
estructura interna de uno de los monolitos mediante microscopía de fluorescencia confocal. El 
segundo monolito se estudió de la misma forma el día siguiente, tras permanecer en incubación 
a 37 ºC en condiciones anaerobias durante 24 h. 
3.8. SCAFFOLDS DE MWCNT/CHI COMO ÁNODOS EN PILAS DE 
COMBUSTIBLE MICROBIANO. 
Este trabajo se llevó a cabo con la colaboración del Dr. Ricardo Jiménez, del Instituto de 
Ciencia de Materiales de Madrid (ICMM-CSIC), y del grupo del Dr. Fernando Rojo, del Centro 
Nacional de Biotecnología (CNB, CSIC). 
3.8.1. Preparación de los cultivos de E. coli. 
Como se ha mencionado anteriormente, en este trabajo se ha utilizado una cepa de E. coli 
K12 proporcionada por el grupo del Dr. Fernando Rojo del Centro Nacional de Biotecnología. 
Para su uso en la pila de combustible microbiana (MFC), se realizó un precultivo en medio 
LB completo40 a 37 ºC y condiciones aeróbicas hasta alcanzar la fase estacionaria  Después de 
este periodo las bacterias suspendidas fueron recolectadas del medio por centrifugación (5000 
g, 10 min, 4 ºC) y lavadas dos veces con tampón fosfato (pH = 7; 0,1 M) para eliminar substratos 
residuales y finalmente suspendidas en 500 ml del tampón de lavado con glucosa (55 mM). La 
densidad óptica a 600 nm obtenida después de este proceso fue de 1, indicando un contenido 
de bacterias de 7,2 107 cel/ml. Estas bacterias se usaron como biocatalizadores de la oxidación 
de glucosa en el ánodo. 
En determinado momento del experimento, para que las bacterias pudieran tener un 
metabolismo más activo, se añadió a la disolución de partida 70 ml de medio mínimo M9 (58 
mM Na2HPO4·12H2O, 22 mM KH2PO4, 8 mM NaCl, 18 mM NH4Cl, 2 mM MgSO4, 0,1 mM 
CaCl2, 6 pM vitamina B1) concentrado 10 veces como fuente de nitrógeno y otros elementos 
necesarios. También se añadió glucosa al medio de cultivo, con el fin de reponer la que había 
sido consumida por el cultivo.   
3.8.2. Activado de la membrana de nafión.  
El activado de la membrana de nafión se realizó según el siguiente protocolo: a) 
Introducción de la membrana (3 x 3 cm) en agua oxigenada  al 3%, 80 ºC durante 1h. b) Lavado 
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con agua destilada 80 ºC 30 minutos. c) Introducción en ácido sulfúrico 0, 25 M, 80 ºC, 1h.  d) 
Lavado con agua destilada 30 minutos a 80 ºC. Una vez activada la membrana se mantuvo en 
agua destilada hasta el momento de ser utilizada. 
3.8.3. Preparación del electrodo. 
El electrodo se preparó mediante la técnica ISISA (como se ha descrito en el apartado 3.3.3) 
a partir de una suspensión de MWCNTs al 8% P/V y quitosano al 1% P/V, que se congeló en 
jeringuillas de insulina a 2,7 mm/min. Para su incorporación como electrodo se diseñó un tubo 
hueco de grafito de 60 mm de largo con un diámetro externo de 6 mm e interno de 4,5 mm. El 
scaffold se adhirió a un extremo del soporte de grafito mediante un adhesivo conductor de 
grafito (Graphite Conductor Adhesive 112, de Electrón Microscopy Science), (Figura 3.7). 
            
Figura 3.7: Esquema del electrodo de MWCNT/CHI 
adherido a una barra de grafito.             
 
3.8.4. Medidas electroquímicas. 
En los cultivos electroquímicos de las bacterias para las medidas de densidad de corriente de 
la pila  y salvo que se indique lo contrario, se introdujo una resistencia externa de 2 k entre el 
multímetro  (Fluye 8846A) y el ánodo. El esquema eléctrico de la pila puede verse en la Figura 
3.8.  
3.8.5. Preparación del prototipo de MFC. 
Para la construcción de la MFC se utilizó un diseño de dos compartimentos de unos 200 ml 
de capacidad separados por una membrana de nafión (Nafión 115, 0,005 in (0,13 mm) Sigma-
Aldrich). La Figura 3.8 muestra la imagen del diseño de las celdas. Como cátodo se  utilizó una 
lámina de platino (15 x 20 mm) separada de la membrana 2 cm. El catolito se preparó con una 
disolución (200 ml) de tampón fosfato 0,1 M, pH 7, a la que se añadió ferricianuro potásico 
hasta una concertación de 50 mM. En el ánodo se utilizó un scaffold de MWCNT(89)/CHI 
(diámetro 0,45 cm, altura 0,8 cm, sección 3.3.3.2) por el que se hizo recircular desde un 
reservorio una disolución de tampón fosfato 0,1 M, pH 7, a 37 ºC en atmósfera de N2, 
conteniendo las bacterias y el combustible (glucosa, 55 mM) con un flujo de 0.3 ml/min 
mantenido mediante una bomba peristáltica (Cole-Palmer). Los electrodos se conectaron en 
serie a una caja de resistencia variable y a un multímetro conectado a un ordenador para la 
recogida de datos. El esquema eléctrico se muestra en la Figura 3.8. El electrodo se introdujo 
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sobre la celda ya llena con una disolución de  tampón fosfato 0,1 M, pH 7, conteniendo glucosa 
(55 mM) sobre la que se realizó una medida de la corriente y del potencial tanto en abierto 
como con una carga externa de 2 k. 
 
            
 
Figura 3.8. Esquema del prototipo de pila de combustible microbiana.  
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4.1. INTRODUCCIÓN. 
Los materiales a nanoescala frecuentemente muestran unas propiedades intermedias entre 
un sistema atómico o molecular y los materiales a micro o macro escala. Lo que diferencia a las 
nanopartículas (NPs) de los materiales a mayor escala es principalmente que sus propiedades 
físicas y químicas van a depender de su forma y tamaño.1-4 La disminución del tamaño de las 
nanopartículas implica un aumento de la relación entre el área superficial y el volumen. Esto 
conlleva un mayor dominio del comportamiento de los átomos que están en la superficie de las 
nanopartículas respecto de los interiores, lo que influye tanto en las propiedades de las 
nanopartículas aisladas como en sus interacciones con otros materiales. Por ejemplo, un 
incremento del área superficial es un factor crítico para el rendimiento de los catalizadores y 
estructuras empleadas como electrodos.  
Las nanopartículas metálicas, de óxidos metálicos o semiconductoras son especialmente 
interesantes debido a su naturaleza electrónica, que sigue las reglas de la mecánica cuántica en 
lugar de las leyes de la física clásica que gobiernan a los materiales a mayor escala. Este cambio 
de comportamiento les confiere unas propiedades únicas con aplicaciones en múltiples campos, 
por ejemplo en microelectrónica,5 optoelectrónica,6 catálisis,7 biología,8 biomedicina,9,10 
química analítica 11 o almacenamiento de información.12  
Como ya se ha comentado en la introducción, los nanotubos de carbono son otro 
nanomaterial que últimamente está atrayendo la atención de diversas disciplinas científicas, 
además de en ciencia de materiales. Los nanotubos suelen presentar una elevada relación 
longitud/radio, por lo que se pueden considerar como estructuras unidimensionales. Desde un 
punto de vista eléctrico pueden mostrar un amplio margen de comportamientos, desde un 
comportamiento no conductor hasta presentar, en algunos casos, superconductividad. Este 
amplio margen de conductividades viene dado por relaciones fundamentalmente geométricas, 
es decir, en función de su diámetro, torsión (quiralidad) y el número de capas de grafeno en su 
composición. Otras propiedades de los nanotubos son una elevada conductividad térmica, y 
unas buenas propiedades mecánicas, siendo ligeros y con gran área superficial.13,14 
La combinación entre ambos materiales nanoestructurados (CNTs y NPs) proporciona 
elementos versátiles para la preparación de dispositivos a escala nano.15 Por ejemplo, los CNTs 
ofrecen importantes ventajas como material de soporte en sistemas catalíticos, ya que a 
diferencia de otros materiales soporte, como el carbón amorfo, la mayor parte de su superficie 
es accesible para la deposición de nanopartículas, que posteriormente van a quedar expuestas al 
medio de reacción, facilitando la difusión de los reactivos disueltos a la superficie de las 
nanopartículas.  
El primer informe sobre nanotubos decorados con nanopartículas metálicas lo realizó el 
grupo de Ajayan en 1994. Utilizaron SWCNTs como material de soporte para nanopartículas de 
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rutenio con actividad catalítica.16 Desde entonces se han desarrollado diversos composites 
híbridos empleando principalmente dos vías: creciendo o depositando las nanopartículas 
directamente sobre los nanotubos de carbono, o empleando nanopartículas previamente 
formadas y grupos funcionales para mediar su unión a las paredes de los nanotubos, bien 
mediante enlaces covalentes o interacciones débiles.15  
La reducción y deposición directa normalmente se realiza mediante procedimientos simples 
y efectivos, por ejemplo, mediante un proceso de reducción de las sales metálicas precursoras 
de las nanopartículas en presencia de los CNTs,17-22 consiguiendo inmovilizar fácilmente 
grandes cantidades de NPs sobre la superficie de los CNTs. Aunque mediante estos 
procedimientos no es fácil controlar el tamaño, la forma y el porcentaje de nanopartículas 
depositadas. 
En cambio, la unión de nanopartículas previamente formadas y modificadas a los CNTs 
requiere más de una reacción (formación de las NPs, modificación de ambos componentes y su 
conexión) y, en el caso de formarse enlaces covalentes, el número de nanopartículas que se 
unen a los nanotubos de este modo vendrá condicionado por el número de grupos funcionales  
presentes en los CNTs. La ventaja de estos métodos es que permite elegir la forma y tamaño de 
las nanopartículas que se van a depositar y que, bajo ciertas condiciones, los enlaces son 
reversibles. 
Si se pretende conseguir una aplicación tecnológica para estos nanomateriales híbridos, lo 
más importante es encontrar una metodología de síntesis eficaz y reproducible. Entre las 
diversas vías de preparación, cada una tiene sus ventajas e inconvenientes, por lo que es la 
potencial aplicación la que va a indicar el procedimiento preferible en cada caso. 
En este capitulo se describe la decoración de nanotubos de carbono empleando un método 
sencillo de síntesis de nanopartículas metálicas (de Au, Pt y AuPt) por reducción de las sales 
precursoras en una suspensión de MWCNTs con NaBH4 y en presencia de citrato de sodio. Los 
MWCNTs empleados en estos experimentos fueron sometidos previamente a distintos 
tratamientos de funcionalización: en medio ácido, con quitosano, con urea o con un líquido 
iónico formado por urea y colina. 
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4.2. DEPOSICIÓN DE NANOPARTÍCULAS DE Au SOBRE MWCNTs 
MODIFICADOS. 
4.2.1. Purificación de los MWCNTS. 
Los nanotubos de carbono son de naturaleza hidrófoba y tienen tendencia a formar 
agregados por interacciones de Van der Waals, lo cual complica su dispersión en medios 
acuosos y por tanto, su aplicación práctica. Para salvar este problema y facilitar su procesado 
normalmente se someten a tratamientos con ácidos fuertes o 
surfactantes.23,24   
Todos los MWCNTs utilizados en esta memoria fueron  tratados 
previamente a reflujo (6 horas) en ácido nítrico concentrado (sección 
3.2.1.1.). Este tratamiento tiene una doble finalidad: Por una parte se 
pretende eliminar las impurezas producidas durante el proceso de 
síntesis de los nanotubos, como carbón amorfo y, sobre todo, trazas de 
metales y óxidos metálicos que pudieran afectar a su biocompatibilidad. Además, durante este 
tratamiento ácido se generan algunos grupos carboxilos, hidroxilos o quinonas en las paredes 
de los nanotubos, debido a la oxidación de algunos de los carbones pertenecientes a zonas 
defectuosas de la red o de sus extremos. De esta manera, la formación de grupos funcionales en 
las paredes de los nanotubos mejora su capacidad para formar dispersiones estables en medio 
acuoso. 25-28  
4.2.2. Síntesis de nanopartículas de oro (sin MWCNTs). 
En primer lugar, se sintetizaron nanopartículas de Au siguiendo un método sencillo 
descrito anteriormente por otros autores.29-31 Se trata de la reducción de una sal de oro 
precursora (0,25 mM HAuCl4·3H2O, 49 ppm en Au) en disolución acuosa con NaBH4 como 
agente reductor y en presencia de citrato de sodio, que actúa como agente quelante en la etapa 
de nucleación, evitando la agregación y controlando el tamaño de las nanopartículas (apartado 
3.2.2). Al añadir el reductor a la solución salina, el tono de ésta cambió inmediatamente de 
amarillo a rojo vino, color característico de las nanopartículas de Au en una disolución 
coloidal.  
Las imágenes de microscopía TEM y HRTEM revelaron un tamaño de nanopartícula de 
alrededor de 5 nm. Las micrografías de HRTEM mostraron una distancia interplanar 
correspondiente al Au 0 (111). El patrón de difracción de electrones en un área seleccionada 
(SAED) fue el típico para nanopartículas de oro, con los anillos punteados correspondientes a 
las distancias entre planos cristalográficos con los índices (111), (200), (220) y (331), (Figura 
4.1). 
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Figura 4.1: Micrografías de TEM (izquierda) y de HRTEM (centro) de nanopartículas de Au y patrón 
SAED con los anillos de difracción correspondientes a dichas nanopartículas. Las escalas son 20 y 5 nm, 
respectivamente.  
 
Los análisis químicos ICP-AES de la disolución de nanopartículas de Au, una vez dializada, 
indicaron una concentración de 18,75 ppm en Au. A partir de este dato se calculó el 
rendimiento de la síntesis en un 43,6 %.  
La actividad catalítica de las nanopartículas de oro se analizó en la reacción de reducción 
del compuesto aromático 4-nitrofenol (4-NP) a 4-aminofenol (4-AP) con NaBH4. Esta reacción 
no tiene lugar sin la presencia de un catalizador (E0 para 4-nitrofenol/4-aminofenol = −0.76V y 
para H3BO3/BH4- = −1.33 V frente a NHE). El seguimiento de la reacción se realizó mediante 
espectroscopía de UV/Vis, ya que a pH  12 el sustrato se encuentra en su forma aniónica (4-
nitrofenolato), la cual presenta un máximo de absorción a 400 nm, mientras que el compuesto 
reducido absorbe a 290 nm. Se añadió NaBH4 en exceso a una disolución de 4-nitrofenol 
conteniendo nanopartículas de Au, y se midió la absorbancia entre 250 y 550 nm a distintos 
tiempos. La reacción tardó un minuto en comenzar y, a partir de este punto, la representación 
de los sucesivos máximos de absorbancia del 4-NP con el tiempo resultó en una cinética de 
pseudo primer orden, donde los logaritmos de estos máximos de absorción se ajustaron a una 
función lineal,32,33 como se muestra en la Figura 4.2.  
 
D (mm) r(mm) d(Ǻ) (hkl) 2θ (º) 
13,25 6,625 2,377 (111) 37,8 
15,5 7,75 2,03 (200) 44,5 
22 11 1,432 (220) 65 
25,5 12,75 1,235 (331) 77,5 
d (hkl) = KL / r (mm)  
 nλ = 2d(hkl)·senθ 
KL (constante de cámara) = 15,75  
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Figura 4.2. Izquierda: Espectro de UV-visible de la reducción progresiva del 4-NP (2 ml 0,05 mM) con 
NaBH4 (300 µl, 0,1 mM) catalizado por las nanopartículas de oro (100 µl). Derecha: Gráfico mostrando los 
máximos de absorbancia (a 400 nm, correspondientes al 4-NP) frente al tiempo. Detalle: ajuste 
logarítmico de esta representación. 
4.2.3. Deposición de nanopartículas de oro sobre MWCNTs purificados. 
La decoración de nanotubos de carbono con nanopartículas de oro se llevó a cabo siguiendo 
un procedimiento paralelo al empleado para la síntesis de nanopartículas, pero añadiendo los 
MWCNTs al medio de reacción. En primer lugar se intentó la deposición de NPs sobre 
MWCNTs que habían sido sometidos simplemente a un tratamiento previo de purificación, ya 
que la presencia de grupos funcionales con oxígeno en las paredes de los CNTs, principalmente 
grupos carboxilo, sirven como centros de nucleación preferentes para la reducción de los iones 
metálicos en disolución.34-37 
En este caso la presencia de los CNTs dispersos en el medio de reacción impidió ver el 
cambio de coloración debido a la formación de las NPs. Pero, cuando se centrifugó la mezcla 
para provocar la precipitación de los nanotubos decorados, el sobrenadante obtenido si mostró 
el tono rojizo típico para disoluciones coloidales de NPs de Au. El precipitado de nanotubos se  
analizó mediante microscopía TEM, donde se observó que la deposición de NPs de Au sobre 
sus paredes había sido escasa e irregular, formándose en algunos casos agregados con mayor 
tamaño de partícula (Figura 4.3) que en la síntesis anteriormente descrita sin CNTs.  
 
   
 
Figura 4.3. Micrografías de TEM mostrando MWCNTs purificados decorados con nanopartículas de Au. 
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A la vista de estos resultados se planteó llevar a cabo un paso de funcionalización adicional 
de los MWCNTs con el fin de mejorar el rendimiento de la deposición. 
4.2.4. Deposición de nanopartículas de oro sobre MWCNTs recubiertos con 
quitosano. 
Dado que las nanopartículas de oro muestran afinidad por los grupos funcionales amino,38,39 
se recubrió los MWCNTs con una película de un polímero natural, quitosano, que tiene 
abundantes grupos –NH2 en su estructura. El recubrimiento realizó dispersando los MWCNTs 
purificados en una solución acuosa del polímero, la cual se congeló y liofilizó. El producto 
obtenido se machacó finamente hasta obtener un polvo de nanotubos con quitosano 
(MWCNTs-CHI) (sección 3.2.1.3).           
El procedimiento de reducción y deposición de las NPs de Au se realizó de igual manera a 
la descrita anteriormente, dispersando estos MWCNTs-CHI en la disolución de la sal de Au y 
citrato antes de añadir el agente reductor (NaBH4) (sección 3.2.3).  
 
   
 
 
Figura 4.4. Superior: Micrografías TEM de MWCNT/CHI decorados con nano partículas de oro. Las 
escalas son 0,2 µm y 50 nm. Inferior: Patrón SAED mostrando los anillos debidos a la difracción de los 
MWCNTs y las nanopartículas de Au. La constante de cámara del microscopio KL es 19, 936.    
 
D (mm) r (mm) d(Ǻ) (hkl) 
12 8,5 3,323 CNT (111) 
17 10,0 2,345 Au (200) 
19,5 9,75 2,045 Au (220) 
19,8 9,9 2,01 CNT (101) 
24 12 1,66 CNT (004) 
27,5 13,75 1,45 Au (220) 
32,5 13,75 1,226 Au (331) 
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En la Figura 4.4. se muestran algunas micrografías de TEM de lo nanotubos decorados de 
esta forma. En ellas se puede observar cómo en este caso las nanopartículas de Au se 
depositaron abundante y homogéneamente sobre las paredes de los nanotubos. En las 
micrografías a mayor magnificación parece advertirse una película de quitosano alrededor de 
los nanotubos, a la cual quedan adheridas las nanopartículas. De esta forma también se 
consiguió una menor dispersión en el tamaño de las NPs, sin observarse la formación de 
agregados de mayor tamaño como sucedía en el caso de emplear MWCNTs purificados.  
El patrón SAED de difracción de electrones mostrado en la Figura 4.4  muestra los anillos 
de difracción correspondientes a las distancias los planos cristalográficos con índices (111), 
(200), (220) y (331) de las NPs de Au (señalados en color negro), además de los (111), (101) y 
(004) de los nanotubos de carbono (marcados en azul en dicho patrón). 
La actividad catalítica de las NPs de Au depositadas sobre los MWCNs-CHI se estudió de la 
misma forma que se había realizado anteriormente con las NPs en disolución, siguiendo 
espectrofotométricamente la reducción del 4-nitrofenol (4-NP) con NaBH4 en presencia del 
catalizador (MWCNT/CHI-NPs Au). En este caso la reacción fue más lenta, quizá debido a la 
menor cantidad de nanopartículas presentes,  ya que los MWCNTs-CHI decorados habían sido 
aislados del medio de síntesis mediante centrifugación, eliminando las nanopartículas disueltas 
que no se hubieran adherido. En este caso, la cinética de la reducción también resultó de 
pseudo primer orden, como se muestra en la Figura 4.5.  
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Figura 4.5. Izquierda: Espectro de UV-visible de la reducción progresiva del 4-NP (2 ml 0,05 mM) por 
NaBH4 (300 µl 0,1 mM) catalizado por las nanopartículas de oro depositadas sobre MWCNT/CHI (100 µl 
de la suspensión obtenida). Derecha: gráfico mostrando los valores de absorbancia máxima a 400 nm  vs 
tiempo obtenidos para Au-MWCNT/CHI (azul) comparado los obtenidos para una disolución coloidal de 
NPs de Au. Se ha insertado el ajuste logarítmico de esta representación para Au-MWCNT/CHI. 
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4.2.5. Deposición de nanopartículas de Au sobre MWCNTs funcionalizados 
con urea fundida.  
En base a un trabajo publicado por Wessels,40 que describe la generación de grupos ureido 
en las paredes de SWCNTs para mejorar su solubilidad, estudiamos un nuevo procedimiento 
para funcionalizar los MWCNTs mediante un tratamiento similar. 
Con el fin de aumentar la cantidad de grupos funcionales oxigenados en las paredes de los 
MWCNTs, en primer lugar se sometió a los nanotubos purificados a un tratamiento oxidante 
más agresivo, mediante ultrasonidos en una mezcla ácida de H2SO4 / HNO3,41 (sección 3.2.1.2). 
A continuación se preparó una mezcla de estos nanotubos con urea y se sometió a un 
tratamiento térmico a 150 ºC, temperatura superior al punto de fusión de la urea (133ºC). Una 
vez fundida la mezcla se le añadió un aldehído (formaldehíado) y se continuó el tratamiento. 
Una vez terminado, estos nanotubos se extrajeron del medio sucesivamente con agua y con 
etanol, se lavaron con agua y se secaron. Posteriormente se calentaron durante 10 minutos a 
450ºC para eliminar impurezas insolubles de polímeros generados por la descomposición de la 
urea que hubieran podido formarse (sección 3.2.1.4). 
A temperaturas cercanas a los 150 –160 ºC, y en ausencia de agua, la urea produce amoniaco 
y ácido isociánico por termo-descomposición, posiblemente mediante la formación de cianato 
de amonio como producto intermedio. A 152ºC también comienza la formación de bisurea 
HN(CONH2)2 y, si se continúa calentando, se obtienen compuestos cíclicos derivados del ácido 
cianúrico.  
Wessels40 describió la formación de grupos amida primarios entre los grupos ácidos de las 
paredes de los nanotubos y el ácido isociánico y, posteriormente, de grupos ureido o polímeros 
del mismo. La mayor eficiencia en la solubilización de los SWCNTs la obtienen añadiendo un 
aldehido (p-anisaldehido) a la mezcla fundida. Este hecho lo atribuyen a la posible 
condensación entre el aldehído y los grupos ureido unidos a los nanotubos, lo que impediría la 
reacción inversa en la adición del HCNO a los grupos ureido en el medio de urea fundida (3). 
 
(1)          NH2CONH2 fundida + calor  NH4+ NCO -  NH3   + HNCO 
(2)         SWCNT-COOH + HCNO  SWCNT-CONH2 + CO2 
(3)         SWCNT-CONH2   + nHCNO  SWCNT-CONH(CONH)nH 
 
En nuestro caso, aún no hemos comprobado esta modificación covalente de los nanotubos, 
pero es probable que esté teniendo lugar a su vez un fenómeno de fisisorción de ácido 
isociánico o de los polímeros derivados sobre las paredes de los nanotubos.  
De cualquier modo, la presencia de ácido isociánico o de los polímeros derivados sobre las 
paredes de los nanotubos ayudó a la formación homogénea de las NPs de Au, ya que cuando se 
llevó a cabo la decoración de estos nanotubos funcionalizados en urea (MWCNTs-UR) 
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siguiendo el protocolo descrito anteriormente (3.2.3), se obtuvo una distribución uniforme de 
nanopartículas de Au de pequeño tamaño (≈ 5 nm) sobre las paredes de los nanotubos. En la 
Figura 4.6 se muestran algunas micrografías de TEM de estos MWCNTs-UR decorados con 
nanopartículas de Au. Como era de esperar, el patrón de difracción de electrones obtenido para 
esta muestra fue muy similar al obtenido anteriormente para los MWCNTs-CHI-NPs Au 
(Figura 4.4), En la Figura 4.6 se muestra la asignación de planos cristalográficos 
correspondientes a las nanopartículas de Au (negro) y de los MWCNTs (azul) en le patrón de 
difracción SAED. 
 
   
 
 
 
Figura 4.6. Arriba: Micrografías de TEM de 
MWCNT/UR decorados con nanopartículas 
de oro (Arriba). Derecha: Patrón SAED 
mostrando los anillos de difraccióntípicos 
para NPs de Au (indicados en color negro) y 
para CNTs (marcados en color azul). 
 
 
4.2.6. Deposición de nanopartículas de Au sobre MWCNTs funcionalizados 
con urea-colina. 
Aunque empleando nanotubos funcionalizados en urea se consiguió una deposición 
abundante y homogénea de nanopartículas de Au sobre sus paredes, el procedimiento de 
funcionalización de estos nanotubos mostraba algunos inconvenientes. Por una parte, resultaba 
muy laborioso, debido a todos los pasos de extracción de los nanotubos del medio de urea 
fundida. Otro inconveniente era la generación de impurezas insolubles de polímeros derivados 
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de urea durante el tratamiento de funcionalización. Estos polímeros se eliminaban  mediante 
tratamientos a altas temperaturas, lo cual podría afectar a la estructura de las paredes de los 
nanotubos, disminuyendo su conductividad eléctrica, por ejemplo. 
Teniendo en cuenta estos aspectos se decidió probar un método más sencillo para 
funcionalizar los nanotubos de carbono. En este caso nos basamos en una técnica descrita para 
modificar celulosa usando líquidos iónicos preparados con colina.42  
Como en el caso de los MWCNTs-UR, los nanotubos purificados también se trataron 
previamente con  H2SO4 / HNO3 para generar una mayor cantidad de grupos funcionales con 
oxígeno en sus paredes (sección 3.2.1.2).  Estos nanotubos se dispersaron en una mezcla 
eutéctica de urea y colina (NH2-CO-NH2)-(HO-CH2-CH2-N(CH3)3Cl) (2:1) y se calentaron a 90 
ºC durante 15 horas. Una vez lavados, estos nanotubos modificados en líquido iónico 
(MWCNTs-IL) se sometieron al mismo protocolo de decoración con nanopartículas de oro 
empleado en los casos anteriores (sección 3.2.3). El resultado de la deposición se estudió 
mediante microscopía de transmisión electrónica. De este modo se observó cómo las paredes de 
los nanotubos habían quedado homogéneamente decoradas con nanopartículas de Au de 
pequeño tamaño (Figura 4.7). 
 
   
 
 
 
Figura 4.7. Micrografías de TEM de MWCNTs-IL 
decorados con nanopartículas de oro (Arriba), y 
patrón SAED mostrando la asignación de planos 
cristalográfico a los anillos de difracción típicos para 
nanopartículas de oro  (negro) y para CNTs (azul) 
(izquierda). 
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En resumen, los procesos de decoración de estos tres tipos de nanotubos funcionalizados 
(MWCNTs-CHI, MWCNTs-UR y MWCNTs-IL) condujeron a una deposición abundante y 
homogénea de nanopartículas de Au sobre sus paredes. En ninguno de los casos se formaron los 
agregados de NPs que se habían observado en la decoración de MWCNTs purificados (Figura 
4.3), sino más bien NPs monodispersas, y con tamaños similares (alrededor de los 5 nm) para 
las tres síntesis. 
4.3. DEPOSICIÓN DE NANOPARTÍCULAS DE Pt Y DE ALEACIONES AuPt 
SOBRE MWCNTs MODIFICADOS. 
4.3.1. Síntesis de nanopartículas de Pt y Au/Pt. 
Tras los resultados positivos obtenidos en la decoración con NPs de Au de los MWCNTs 
funcionalizados se planteó la deposición de otras nanopartículas metálicas (Pt y bimetálicas 
AuPt) siguiendo la misma técnica para su formación. En primer lugar se comprobó si esta 
técnica sencilla empleada para la síntesis de nanopartículas de Au era también válida para la 
formación de NPs de Pt y de Au/Pt. Con este fin, se prepararon disoluciones de las sales 
precursoras: H2PtCl6 y una mezcla equimolar de H2PtCl6 y HAuCl4 y se redujeron añadiendo 
NaBH4 en presencia de citrato de sodio (sección 3.2.2). Las disoluciones, inicialmente amarillas, 
adquirieron tonos pardos debido a la formación de las nanopartículas.  
 
  
  
 
Figura 4.8. Arriba: Micrografías de HRTEM de las nanopartículas de Pt. Las escalas son 20 y 5 nm. Abajo: 
Micrografías de TEM y HRTEM de las nanopartículas de AuPt. 
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Las micrografías de HRTEM de estas muestras mostraron nanopartículas con tamaños 
alrededor de los 5 nm en ambos casos (Figura 4.8). 
Las concentraciones de nanopartículas obtenidas en estas síntesis se determinaron mediante 
análisis químicos ICP-AES de las disoluciones, una vez dializadas. En el caso del platino se 
obtuvo una concentración de 5,4 ppm a partir de una disolución salina 0,25 mM (48,77 ppm 
Pt), lo que significó un rendimiento del 11,1% en la síntesis de NPs. En cambio, partiendo de 
una mezcla equimolar de las sales precursoras de Au y Pt (0,125 mM cada una de ellas) se 
obtuvo una disolución de nanopartículas que contenía 7,1 ppm de Pt y 9,3 ppm de Au (Rto ≈ 
33,5%). Aún así, el mayor rendimiento se obtuvo anteriormente en la síntesis de 
nanopartículas de Au, 43,6%, consiguiendo una concentración de Au de 18,75 ppm (sección 
4.2.2). 
El siguiente paso fue analizar si a partir de la mezcla equimolar de sales precursoras, de Au 
y de Pt, habíamos obtenido una mezcla de nanopartículas de oro y de platino o se habían 
formado nanopartículas bimetálicas de Au/Pt. Las nanopartículas de oro con tamaños alrededor 
de los 5 nm presentan una banda de absorción característica aproximadamente a 525 nm, 
hecho que no sucede para las NPs de Pt ni de aleaciones Au/Pt.19 Se realizaron espectros de 
absorción de UV-Vis de las tres disoluciones de nanopartículas obtenidas (Au, Pt y Au/Pt) y de 
una mezcla 1:1 de las disoluciones de NPs de Au y de Pt (Figura 4.9, izquierda). Estos espectros 
mostraron una banda de absorción centrada en 527 nm tanto para las NPs de Au como para la 
mezcla de NPs (Au + Pt), pero no para las NPs de Pt o de Au/Pt, lo que indicó la naturaleza 
bimetálica de las NPs de Au/Pt. 
En la Figura 4.9 centro también se muestran los patrones de difracción de rayos X de las 
nanopartículas de Au, Pt  y Au/Pt, los cuales revelaron una estructura cúbica centrada en las 
caras (fcc) en todos los casos. A la derecha se muestra un detalle de las reflexiones (111) de 
estos difractogramas, en él se puede observar cómo para las nanopartículas de Au/Pt este pico 
aparece centrado aproximadamente en 38,7 º, entre los pertenecientes al Au (2θ = 38,2º) y al Pt 
(2θ = 39,8º), acorde con la naturaleza bimetálica de las nanopartículas Au/Pt.43 
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Figura 4.9. Izquierda: Espectro de absorción UV/Vis de las nanopartículas de Au, de Pt, de una mezcla 
física de ambas, y de las nanopartículas bimetálicas Au/Pt. Centro: Patrón XRD de las nanopartículas de 
Au, Pt y Au/Pt; y ampliación de las reflexiones (111) (derecha). 
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4.3.2. Deposición de nanopartículas de Pt y Au/Pt sobre MWCNTs  
funcionalizados. 
 Como en el caso de las NPs de Au, la decoración de los MWCNTs con nanopartículas de Pt 
y de Au/Pt se llevó a cabo empleando el mismo método de síntesis de nanopartículas, pero en 
presencia de los MWWCTs previamente funcionalizados (sección 3.2.3). Se probaron los tres 
tipos de  MWCNTs modificados estudiados anteriormente: en quitosano, en urea y en el 
líquido iónico compuesto por urea-colina. 
 
                   Pt-MWCNT/CHI             Pt-MWCNT/UR         Pt-MWCNT/IL 
 
              
  
              AuPt-MWCNT/CHI       AuPt-MWCNT/UR        AuPt-MWCNT/IL   
              
 
Figura 4.10. Micrografías de TEM de MWCNTs modificados de diversas formas y decorados con 
nanopartículas de Pt (arriba) y Au/Pt (debajo) 
 
En las imágenes de la Figura 4.10 se muestran algunas micrografías de TEM de los tres tipos 
de nanotubos funcionalizados decorados con NPs de Pt (arriba) y Au/Pt (debajo). En ellas se 
puede observar cómo en todos los casos se depositaron nanopartículas de pequeño tamaño (≈ 5 
nm) sobre las paredes y extremos de los nanotubos de carbono. Pero, en general, el 
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recubrimiento fue menos abundante y más heterogéneo que para los nanotubos decorados con 
NPs de Au. En la imagen Pt-MWCNT/CHI mostrada en la Figura 4.10 (arriba, a la izquierda) se 
puede observar cómo las nanopartículas de Pt se adhieren a la película de quitosano que se 
extiende entre dos nanotubos. 
 
En resumen, en este capítulo hemos visto cómo los distintos tratamientos adicionales de 
funcionalización de los nanotubos tanto en quitosano, como en urea o en el líquido iónico de 
urea y colina, fueron válidos para lograr la decoración de sus paredes con nanopartículas de Au, 
Pt y Au/Pt, de tamaño monodisperso alrededor de los 5 nm. De este modo se mejoraron los 
resultados obtenidos empleando MWCNTs purificados en medio ácido. 
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5.1. INTRODUCCIÓN. 
Como se ha comentado en el capítulo anterior, hay muchos trabajos realizados sobre 
nanopartículas metálicas con nuevas propiedades ópticas, electrónicas, magnéticas, térmicas 
que son dependientes de su tamaño.1,2 Es de esperar que los ensamblados organizados de estas 
nanopartículas en matrices sólidas, por ejemplo de vidrio, cerámicas o poliméricas, muestren 
también propiedades interesantes.3,4 Por ejemplo, se han preparado distintos composites 
poliméricos/inorgánicos con propiedades ópticas, eléctricas o magnéticas superiores a las de los 
polímeros o las especies inorgánicas por separado.5-7 Pero, en cualquier caso, es necesario una 
síntesis que conlleve la formación de nanopartículas monodispersas y de tamaño controlado.8,9 
Un método eficaz para la obtención de nanopartículas de Au monodispersas es el empleo de 
polímeros que controlen su crecimiento. Algunos grupos funcionales como los grupos ciano (-
CN), mercapto (-SH) o amino (-NH2) tienen alta afinidad por el oro. Es lógico pensar que los 
polímeros que contengan dichos grupos funcionales en su estructura sean buenos agentes 
controladores para la preparación de nanopartículas de oro con una estrecha distribución de 
tamaños.10  
El quitosano es un polímero natural compuesto por unidades de N-acetil-D-glucos-2-amina 
y D-glucos-2-amina unidas por enlaces ( 1-4), con abundantes grupos amino primarios en su 
estructura. Este polímero está atrayendo mucha atención últimamente debido a sus excelentes 
características de biocompatibilidad, biodegradabilidad y a sus propiedades como adsorbente. 
En el capítulo anterior ya vimos que cuando recubríamos los MWCNTs con quitosano,  la 
deposición de NPs de Au sobre sus paredes era más abundante y homogénea que empleando 
MWCNTs sin modificar.  
En la actualidad, ya se han publicado diversos trabajos sobre nanocomposites de quitosano 
con diversas nanopartículas metálicas (Au, Ag, Pt o Pd) preparados a partir de disoluciones de 
quitosano.10.11 Estos híbridos polimérico-inorgánicos pueden adoptar diversas morfologías. Por 
ejemplo, se ha descrito la preparación de films de quitosano con NPs de Au sobre su superficie, 
que mostraron propiedades fotolíticas.12  Guo et al. sintetizaron nanoesferas de quitosano 
reforzadas por entrecruzamiento con glutaraldehído y cargadas con nanopartículas de Au de 
diversos tamaños, las cuales tienen gran potencial para futuras aplicaciones en biomedicina.13 
También se han sintetizado fibras biodegradables de quitosano recubiertas por una película de 
un nanocomposite compuesto por nanopartículas de oro y quitosano. Estas fibras podrían ser 
útiles para la fabricación de nuevos biosensores, gracias a su alta relación superficie/volumen.14 
Un procedimiento eficiente para construir estructuras macroscópicas ordenadas a partir de 
micro- y nanopartículas es el autoensamblado. En la introducción ya se definió la metodología 
ISISA como un proceso bottom-up sencillo y versátil, adecuado para preparar estructuras 3D 
macroporosas de gran variedad de materiales de diversa naturaleza: orgánicos, inorgánicos, e 
incluso híbridos, a partir de hidrogeles, disoluciones o dispersiones acuosas.  
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En este capítulo se describe la preparación, mediante el proceso ISISA, de composites tipo 
scaffold (3D y porosos) de quitosano con NPs de Au embebidas en su estructura. Las NPs de Au 
se sintetizan in situ en una disolución de quitosano, el cual cumple una doble función, como 
agente reductor y como agente controlador del crecimiento de las nanopartículas.  
 
5.2. CARACTERIZACIÓN DEL QUITOSANO. 
El quitosano es un polímero natural que presenta una gran variabilidad en cuanto a sus 
propiedades fisicoquímicas, por lo que se llevó a cabo un estudio previo de caracterización del 
quitosano seleccionado para este estudio.15 En la Tabla 5.1 se muestran los valores de contenido 
en cenizas,  humedad, peso molecular promedio, grado de desacetilación (GD) y viscosidad 
intrínseca de dicho quitosano (η), características apropiadas para garantizar su completa 
disolución en ácido acético diluido.  
 
Cenizas (%) Humedad (%) Mw (KDa) GD (%) η (dl/g) 
0,96 ± 0,15 7,0 ± 0,4 592 78,72 ± 2,59 4,22 
 
Tabla 5.1. Datos de las Propiedades físico-químicas del quitosano empleado. Los datos representan la 
media ± error, incluyendo la desviación estandar y el error instrumental. Ver anexo A.2. Caracterización 
del quitosano. 
5.3. FORMACIÓN DE NPs DE Au EN QUITOSANO. 
La síntesis de las nanopartículas de Au se llevó a cabo mediante la reducción de una sal de 
oro (HAuCl4·3H2O) en una disolución de quitosano (CHI 2,5% P/V en ácido acético 0,2 M), tal 
y como se describe en la sección 3.3.2.1. En este trabajo se estudió la formación de las NPs de 
Au a dos temperaturas diferentes: 40 y 80ºC. A simple vista se podía observar cómo las 
muestras adquirían un tono rosado, debido a la formación de las NPs, cuya intensidad iba 
aumentando con el tiempo de tratamiento térmico. La incorporación de la sal de oro en la 
disolución de quitosano provocó su gelificación.16  
Como técnica de caracterización para estudiar la formación de nanopartículas se empleó la 
espectroscopía de UV/Vis. Las nanopartículas metálicas absorben radiación óptica a una 
longitud de onda determinada, correspondiente a la resonancia de plasmón de superficie. En el 
caso de las nanopartículas de oro esta banda, asignable a transiciones electrónicas asociadas a 
los átomos superficiales, aparece alrededor de los 525 nm. La forma y la posición exacta de esta 
banda van a depender de la morfología y de la mayor o menor distribución de tamaños de las 
nanopartículas.17 Esta banda se desplaza hacia longitudes de onda mayores al aumentar el 
tamaño de las NPs, y se hace más ancha al aumentar su dispersión de tamaños. Por lo tanto, la 
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formación y crecimiento de las NPs de Au en los hidrogeles de quitosano se pudo monitorizar a 
través de la evolución de dicha banda de absorción.  
En la Figura 5.1 se muestran los espectros de absorción UV/Vis obtenidos para cuatro 
mezclas CHI/Au con distintas concentraciones iniciales de la sal de oro (0,2; 0,5; 1 y 2 mM 
HAuCl4·3H2O) a distintos tiempos de dos tratamientos térmicos diferentes, a 40 y a 80 ºC. 
La evolución de la banda de resonancia de plasmón con el tiempo de tratamiento térmico 
indicó que la formación y crecimiento de las NPs dependían tanto de la concentración de Au 
en las muestras como de la temperatura de síntesis. 
Tras 5 horas de tratamiento térmico a 40 ºC, la posición de la banda de absorción de las 
muestras con menor concentración en Au (0,2 y 0,5 mM) se mantuvo centrada en 521 nm y 
con un ancho de banda constante a media altura. En cambio, para las muestras con mayor 
concentración en Au se observó un desplazamiento de dicha banda hacia longitudes de onda 
más cercanas al rojo (a 526 y a 540 nm, respectivamente, para las muestras 1 y 2 mM en Au). 
El espectro de absorción de la muestra 2 mM en Au calentada durante 5 horas a 40 ºC también 
mostró un claro ensanchamiento de la banda de absorción. Estos hechos indicaron la 
formación de nanopartículas más grandes, o con mayor heterodispersión de tamaños o formas 
en las muestras con mayor concentración de Au al prolongar la duración del tratamiento 
térmico. 
En el caso de las mezclas tratadas a 80 ºC se observó cómo la intensidad de la banda de 
absorción aumentaba a mayor velocidad que para las mezclas tratadas a 40 ºC, indicando que 
la formación de las nanopartículas era más rápida a mayor temperatura. De acuerdo con esto, 
el ensanchamiento de esta banda y el desplazamiento de su máximo de absorción hacia 
mayores longitudes de onda también se observaron para tiempos más cortos de tratamiento 
térmico. Estos cambios en los espectros eran más acusados y se producían más rápidamente 
cuando mayor era la concentración de oro de las muestras (Figura 5.1). 
Tras 3 horas de tratamiento térmico a 80 ºC, solamente para la muestra 0,2 mM en Au la 
banda de absorción permaneció centrada en 521 nm. En la muestras 0,5 mM en Au se observó 
un ligero desplazamiento de dicha banda, que mostró un máximo de absorción a 527 nm. Para 
las muestras 1 y 2 mM en Au, el desplazamiento del máximo de absorción junto con el 
ensanchamiento de la banda se observaron a tiempos más cortos de tratamiento térmico. Para 
la muestra CHI/Au 1 mM en oro esto ocurría a partir de los 90 minutos, mientras que en la 
mezcla 2 mM en oro la distorsión del pico era clara tras 40 minutos a 80 ºC, desplazándose su 
máximo de absorción a 540 nm en estas condiciones (Figura 5.1). 
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Figura 5.1. Espectros de UV-visible mostrando la evolución con el tiempo de la banda de absorción debida 
a la formación y el crecimiento de las NPs de Au en cuatro muestras de CHI/Au con distintas 
concentraciones iniciales de HAuCl4·3H2O (0,2; 0,5; 1 y 2 mM de arriba hacia abajo) sometidos a 
tratamientos térmicos a dos temperaturas diferentes, a 40 ºC (izquierda) y 80 ºC (derecha). En cada gráfico 
las leyendas muestran los tiempos de tratamiento a los que fueron realizados los espectros, en minutos. 
 
Los resultados obtenidos mediante espectroscopía de UV/Vis sobre el crecimiento de las 
nanopartículas se confirmaron estudiando la morfología de las nanopartículas mediante 
microscopía TEM. En la Figura 5.2 se muestran algunas micrografías de TEM de las NPs de Au 
obtenidas tras 5 horas de tratamiento térmico a 40 ºC para las cuatro concentraciones de oro 
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estudiadas. En ellas se puede observar cómo las NPs formadas a partir de los hidrogeles 0,2; 0,5 
y 1 mM en Au mostraron una morfología redondeada con diámetros entre 5-8 nm. En cambio, 
las NPs formadas en la muestra 2 mM en Au mostraron una mayor heterodispersión de 
tamaños, además de cambios de morfología para las NPs de mayor tamaño (de más de 15 nm). 
 
            
 
Figura 5.2. NPs de Au formadas en cuatro muestras de CHI/Au con distintas concentraciones iniciales de 
HAuCl4·3H2O (0,2; 0,5; 1 y 2 mM de izquierda a derecha) tras ser sometidas a una tratamiento térmico a 
40ºC durante 5 horas. Las escalas son 30 nm. 
 
La Figura 5.3. muestra algunas micrografías de TEM de las NPs de Au formadas a partir de 
muestras CHI/Au con distintas concentraciones de Au y a distintos tiempos de tratamiento 
térmico a 80 ºC. En ellas se puede observar cómo las NPs formadas en las muestra 0,5 mM en 
Au tras 3 horas a 80 ºC mostraron un tamaño mayor, y más disperso (≈ 5-10) nm que las NPs 
formadas en las muestra CHI/Au 0,2 mM en Au en las mismas condiciones (de ≈5 nm). La 
micrografía de la muestra 1 mM en Au muestra que a los 20 minutos se había formado una 
gran cantidad de NPs de tamaño monodisperso, alrededor de los 5 nm. En cambio, para la 
muestra 2 mM en Au, a los 40 minutos de tratamiento térmico ya se podían observar NPs con 
tamaño de hasta 20 nm y con diversas morfologías. 
 
 
 
Figura 5.3. NPs de Au formadas en cuatro muestras de CHI/Au con distintas concentraciones iniciales de 
HAuCl4·3H2O (0,2; 0,5; 1 y 2 mM de izquierda a derecha) a diferentes tiempos del tratamiento térmico a 
80ºC. Las escalas son 20 nm. 
 
En la Figura 5.4 se muestra el patrón de difracción de electrones de una de estas muestras 
CHI/Au (1 mM en Au, 20 minutos a 80 ºC), que es el típico para NPs de oro policristalino, con 
los anillos punteados del patrón SAED correspondientes a las distancias entre planos 
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cristalográficos pertenecientes a los ejes (111), (200), (220) y (331). También se muestra una 
imagen de HRTEM de una de las NPs de Au presentes en esta muestra, en la cual se puede 
observar la distancia interplanar de una zona con orientación Au0 (111). 
 
 
                
Figura 5.4. Micrografías de TEM y de HRTEM de las NPs de Au formadas tratando la mezcla CHI/Au con 
una concentración 1 mM en Au durante 20 minutos a 80ºC. Las escalas son 10 y 5 nm respectivamente. 
Patrón SAED de éstas NPs, que es característico de oro policristalino. La tabla muestra los diámetros de 
los anillos de difracción, las distancias interplanares obtenidas y la asignación de planos cristalográficos. 
La constante de cámara es KL = 19, 936. 
 
Por otra parte, se observó además otra diferencia significativa entre las muestras CHI/Au 
cuando eran tratadas  térmicamente a las dos temperaturas estudiadas, 40 u 80 ºC. Las 
muestras calentadas a 40 ºC permanecieron como geles tras 5 horas de tratamiento térmico, 
mientras que las muestras calentadas durante 3 horas a 80 ºC recuperaron el estado sol de las 
disoluciones de quitosano (en ausencia de oro). Este fenómeno se observó para todas las 
concentraciones de Au estudiadas en las muestras CHI/Au. Aún no conocemos bien el 
mecanismo que conlleva a este cambio de estado, aunque hay dos factores que podrían estar 
interviniendo: el crecimiento de las NPs y la depolimerización del quitosano. Una posibilidad 
es que el mayor crecimiento de las NPs a esta temperatura y la consecuente disminución del 
número de puntos de quelación con el quitosano provoquen la disolución del gel. Por otra 
parte, las condiciones de síntesis (a 80 ºC en ácido acético 0,2 M) podrían estar provocando la 
ruptura de las cadenas del polímero, promoviendo de esta forma el cabio de estado. Aunque 
quizá lo que está sucediendo sea una combinación de ambos fenómenos. Hay que destacar que 
en estado sol la difusión de moléculas en la muestra es más fácil que en estado gel, por lo que 
este cambio de estado promovería además el mayor crecimiento de las NPs a 80 ºC. En la 
actualidad estamos realizando una serie de experimentos que nos permitan dilucidar cual de 
estos aspectos (uno, el otro o la mezcla) es determinante en la gelificación del quitosano, y 
terminar el trabajo. 
 
 
D (mm) d(Ǻ) (hkl) 
17,0 2,345 (111) 
20,0 2,00 (200) 
27,5 1,45 (220) 
32,5 1,226 (331) 
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5.4. SCAFFODS DE QUITOSANO Y NANOPARTÍCULAS DE ORO. 
La preparación de composites 3D porosos de quitosano y nanopartículas de Au se llevó a 
cabo mediante el proceso criogénico ISISA. 
En primer lugar se mezclaron las disoluciones de quitosano (2% P/V) y sal de Au (con 
distintas concentraciones) y se recogieron en jeringuillas de insulina antes de que se produjera 
su gelificación, entonces se sometieron al tratamiento térmico escogido en cada caso para 
formar las NPs. A continuación estas jeringuillas se congelaron por inmersión a velocidad 
constante (2,7 mm/min) en un baño de nitrógeno líquido. Del liofilizado de estas muestras se 
obtuvieron monolitos con la forma y tamaño de las jeringuillas utilizadas como molde en el 
proceso de congelado y que, además, presentaban diversas intensidades de tonos rosados, en 
función de la concentración y el tamaño de las NPs de Au formadas en cada caso. 
En la Figura 5.5 se muestra una fotografía de cuatro composites de quitosano y NPs de Au 
(M1, M2, M3 y M4) obtenidos tras someter al proceso ISISA a cuatro hidrogeles CHI/Au con 
distintas concentraciones iniciales de la sal de oro (0,2; 0,5; 1 y 2 mM, respectivamente) 
tratados a 80 ºC durante 20 minutos. En ella se puede observar cómo va aumentando la 
intensidad del tono rosado de los monolitos con la concentración de oro en las muestras. 
Las imágenes de microscopía SEM de la estructura interna de estos monolitos mostraron 
morfologías macroporosas homogéneas a lo largo de todo su perímetro. (Figura 5.5). 
 
 
 
Figura 5.5. Izquierda: Fotos de nanocomposites jerárquicamente estructurados de 
quitosano/nanopartículas de Au preparados a partir de mezclas con diferentes concentraciones iniciales 
de la sal de oro (0,2; 0,5; 1 y 2 mM para M1, M2, M3 y M4 respectivamente) y calentados 20 minutos a 
80ºC antes de ser congelados. Centro y derecha: Micrografías de SEM de M3 a distintas magnificaciones. 
Las barras de escala son 1 mm (centro) y 2 µm (derecha).  
 
Los análisis de espectroscopía de energía de dispersión de rayos X (XEDS) de estos 
monolitos mostraron la presencia de oro en cualquier zona de su estructura interna que se 
analizase (Figura 5.6), indicando una distribución homogénea del oro en el composite.  
El espectro de XPS (espectroscopía de emisión de rayos X) de la muestra M2 (finamente 
molida) mostró el doblete de picos correspondientes a Au 4f7/2  y Au 4f5/2 característicos de oro 
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metálico, con energías de unión de 83,8 y 87,4 eV respectivamente.18 No aparecieron las bandas 
correspondientes a Au3+ ni a Au +. Esto significa que a los 20 minutos de tratamiento térmico a 
80 ºC todo el HAuCl4 se había reducido a Au0. (Figura 5.6). 
 
           
 
Figura 5.6. XEDS (izquierda) y XPS (derecha) de M2. 
 
Como ya se ha comentado anteriormente, la incorporación la sal de Au3+ en la disolución 
de quitosano en ácido acético 0,2 M provocó su gelificación. Estas muestras CHI/Au 
permanecieron en estado gel cuando todo el Au3+  se había reducido a Au0 (20 minutos a 80 ºC), 
lo que indicó que el Au0 también estaba formando quelatos con las cadenas de quitosano.   
La estructura macroporosa de los monolitos tras el proceso criogénico ISISA va a depender 
del estada en el que se encuentran las muestras en el momento de ser congeladas: gel o sol. En 
la Figura 5.7 se compara la estructura de los scaffolds obtenidos a partir de una disolución de 
quitosano al 2% (P/V), y de dos hidrogeles de quitosano y oro (2% P/V) con concentraciones 
iniciales de la sal de oro 0,2 mM y 2 mM  tratados durante 20 minutos a 80 ºC (M1 y M4, 
respectivamente). 
En tanto que el scaffold obtenido a partir de una disolución de quitosano mostró una 
morfología macroporosa prácticamente laminar, los monolitos obtenidos a partir de hidrogeles 
de quitosano y NPs de Au mostraron estructuras reticuladas, de porosidad más cerradas al ir 
aumentando la concentración de oro en las muestras (Figura 5.7). La explicación más probable 
es que esto se deba al aumento de viscosidad de los geles CHI/Au al aumentar el número de 
puntos de quelación entre el quitosano y el oro, lo cual dificulta el crecimiento de los cristales 
de hielo durante el proceso de congelación. En la actualidad seguimos estudiando las causas de 
estas modificaciones de la estructura de los scaffolds. 
En cambio, cuando se aplicó la metodología ISISA a muestras CHI/Au con la misma 
concentración de oro (0,2 y 2 mM Au), pero que habían retornado a estado sol tras ser tratadas 
a 80 ºC durante 3 horas se obtuvieron estructuras 3D de morfología lamelar (M1* y M4*, 
respectivamente) (Figura 5.7). La morfología de estos scaffolds era más parecida a la mostrada 
por el monolito preparado a partir de una disolución de quitosano que a las estructuras 
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reticuladas que mostraron M1 y M4, preparadas a partir de los hidrogeles  CHI/Au (tratados 20 
minutos a 80 ºC). 
 
            
 
Figura 5.7. Cuadro: Micrografías de SEM mostrando secciones transversales de monolitos obtenidos a 
partir de dos muestras CHI/Au al 2% en peso en quitosano y con concentraciones iniciales de sal de oro 
0,2 mM  (arriba) y 2 mM (abajo) tras haber sido calentados durante 20 min (izquierda) y 3 horas (derecha) 
a 80 ºC. Derecha: Micrografías de SEM de un scaffold de quitosano preparado a partir de una disolución al 
2% (P/V) en una disolución acuosa de AcOH 0,2 M (CHI). Las barras de escala son 200 µm. 
 
Un aspecto relevante para determinar las futuras aplicaciones de estos monolitos es conocer 
caul es su comportamiento cuando son sumergidos en agua, principalmente el grado de 
hinchamiento y la liberación de NPs de Au al medio en función de su morfología, laminar o 
reticular. Como se ha mencionado anteriormente, la morfología esta gobernada por el estado 
gel o sol de la mezcla al ser sometida a liofilización. Por este motivo, el estudio se realizó 
comparando varios monolitos: construidos a partir de muestras 0,2; 0,5 y 1 mM en Au, tratadas 
a 80 ºC durante 20 minutos (M1, M2 y M3) y 3 horas (M1*, M2* y M3*). La Figura 5.8 muestra 
varias fotografías de estos monolitos, a los 10 minutos y transcurridas 24 y 48 horas de ser 
sumergidos en viales con 2 ml de agua destilada. 
Los scaffolds construidos a partir de muestras en estado sol (calentadas 3 horas a 80 ºC) 
comenzaron a hincharse prácticamente de inmediato, y más rápidamente cuanto mayor era su 
concentración en oro. El mayor crecimiento de las NPs de Au en las muestras más 
concentradas disminuyó su número de puntos de quelación con el polímero, haciéndolo más 
soluble. En cambio, los monolitos preparados a partir de hidrogeles (calentados 20 min a 80 ºC) 
permanecieron estables durante más tiempo y, al contrario de lo ocurrido anteriormente, el 
fenómeno de hinchamiento fue mayor y más rápido cuando menor era su concentración en 
oro. El estado gel dificulta la movilidad de las moléculas de oro en la muestra, actuando como 
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agente limitante para el crecimiento de las NPs. En este caso el aumento de la concentración de 
Au en la muestra proporcionaba más puntos de quelación para el quitosano. 
La liberación de NPs de Au al medio se estudió mediante espectroscopía de UV/Vis, 
realizando espectros de absorción del medio en el que se encontraban sumergidos los monolitos 
CHI/Au. (Figura 5.8). 
Tras permanecer 24 horas en agua, de los scaffolds construidos a partir de muestras en 
estado sol, tan sólo se había disuelto el de mayor concentración en oro (1 mM). En este caso 
apareció la banda de absorción a 526 nm en el espectro, correspondiente a las nanopartículas 
de oro liberadas al medio. Los monolitos preparados a partir de geles (20 min 80 ºC) tan solo se 
habían hinchado, y no se detectó la presencia de NPs de Au en el medio.  
Transcurridas 48 horas, todos los scaffolds construidos a partir de muestras en estado sol se 
habían disuelto, mientras que los monolitos preparados a partir de geles siguieron hinchándose 
lentamente, sin liberar nanopartículas al medio. 
 
 
 
Figura 5.8. Izquierda. Fotografías de monolitos CHI/Au, preparados por metodología ISISA a partir de 
mezclas con distintas concentraciones en oro y sometidas a distintos tratamientos térmicos, a los 10 
minutos, a las 24 y a las 48 horas de ser sumergidos en agua. Derecha. Espectros de absorción de UV/Vis 
del medio en el que estaban inmersos dichos monolitos transcurridas 24 y 48 horas.  
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5.4.1. Actividad catalítica de los scaffolds CHI/Au. 
La actividad catalítica de las nanopartículas de oro presentes en las estructuras 3D de 
quitosano se estudió en la reacción de reducción del 4-nitrofenol (4-NP) a 4-aminofenol (4-
AP) por NaBH4 en presencia del composite.  
Estos experimentos se realizaron añadiendo un fragmento de monolito CHI/Au (de ≈ 2 mg 
de peso) y NaBH4  en exceso a una cubeta de cuarzo que contenía la disolución acuosa de 4-NP. 
La evolución de la reducción reducción del 4-NP se monitorizó mediante espectroscopía de 
UV/Vis, midiendo la absorbancia de las disoluciones a distintos tiempos de reacción (sección 
3.3.2.3). 
Tanto los scaffolds CHI/Au con una estructura interna lamelar como reticular catalizaron la 
reacción, indicando que las nanopartículas de oro embebidas en la estructura de quitosano eran 
accesibles al medio de reacción. Una vez más se observó la diferencia de comportamientos  
entre los monolitos obtenidos a partir de muestras en estado gel y en estado sol. Los primeros 
no se disolvían en la disolución de 4-NP ni liberaban NPs de Au al medio, advirtiéndose tan 
sólo un fenómeno de hinchamiento en la muestra, y catalizando la reacción en el soporte. En 
cambio, los segundos se degradaron en el medio de reacción, distorsionando los espectros 
registrados debido a la disolución del quitosano, y liberando NPs de Au al medio. 
La Figura 5.9 muestra la evolución de esta reacción en dos casos: catalizada por un monolito 
reticular, construido a partir de un hidrogel 1 mM en Au, tratado 20 minutos a 80 ºC (muestra 
M3) y catalizada por un monolito lamelar, preparado a partir de una muestra 0,2 mM en Au en 
estado sol, tratada durante 3 horas a 80 ºC (muestra M1*).  
En esta Figura también se muestra una ampliación a mayor escala de la zona del espectro 
donde se sitúa la banda de absorción de las NPs de Au (alrededor de 525 nm). La aparición de 
esta banda en el espectro indica la liberación de NPs al medio de reacción. Esto sólo se observó 
para el monolito CHI/Au que poseía una estructura interna laminar (M1*), que se había 
disueltoen el medio de reacción, pero no para el scaffold con estructura reticular (M3). 
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Figura 5.9. Arriba: Espectro de UV-visible de la reducción progresiva del 4-NP (3 ml 0,05 mM) por 
NaBH4 (300 µl, 0,01 mM) catalizado por las nanopartículas de oro contenidas en un fragmento de 1,9 mg 
de M3 (18,35 µg Au) y  de un fragmento de 1,8 mg de un monolito obtenido a partir de S1 calentado 3 h a 
80 ºC (3,8 µg Au), (Tabla3.1). Debajo: Ampliación del rectángulo marcado en la zona de absorción de las 
nanopartículas de Au. Las gráficas de la derecha (M1*) están normalizadas en el punto isisbéstico a 
aproximadamente 350 nm, las curvas correspondientes a los tiempos t= 0 min y t= 15 min están 
multiplicadas por 1,5 y 1, 2, reapectivamente. 
 
En este capítulo se ha descrito una ruta one pot para la preparación de nanocomposites 
híbridos de NPs de Au y quitosano que permite controlar tanto el tamaño de las nanopartículas 
como la morfología de los composites. El comportamiento de estos materiales en aplicaciones 
catalíticas en medio acuoso va a depender de ambas propiedades.  
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6.1. INTRODUCCIÓN. 
Como se ha comentado en la introducción, la fabricación de estructuras en la microescala a 
partir del ensamblado de entidades nanometricas es una de las claves de la nanotecnología. 
Dadas las excelentes propiedades químicas, mecánicas, y la alta conductividad eléctrica y 
térmica de los nanotubos de carbono, el diseño y preparación de estructuras tridimensionales 
organizadas de CNTs presenta un gran interés. 
Como se ha indicado en el capítulo 1, actualmente ya se han preparado diversos dispositivos 
de CNTs con estructuras con patrones definidos en 2D e incluso en 3D, pero, excepto para 
algunos composites donde la proporción de CNTs es menor,1 normalmente la tercera 
dimensión solamente alcanza la longitud de un nanotubo.2-4 
Las posibles aplicaciones de estas estructuras son muy diversas, desde el campo de la 
microelectrónica,3 dispositivos termoeléctricos,5 sensores,6 protectores frente a radiaciones 
electromagnéticas,1 electrodos en pilas de combustible,2,7-9 hasta como soportes para el 
crecimiento celular en ingeniería de tejidos,4,10 entre otras. 
En este capítulo se describe la construcción de estructuras 3D porosas con un alto 
porcentaje en MWCNTs mediante un procedimiento biocompatible de autoensamblado 
inducido por segregación de hielo (ISISA). También se realiza un estudio de las variables que 
intervienen en este proceso con el fin de controlar la morfología final de los scaffolds. 
6.2. PREPARACIÓN DE LOS SCAFFOLDS DE MWCNTs. METODOLOGÍA ISISA. 
Como ya se ha comentado anteriormente, la metodología ISISA es una técnica de moldeado 
en hielo que permite la construcción de estructuras 3D porosas a partir de disoluciones, 
suspensiones acuosas o hidrogeles de materiales de diversa naturaleza. En este capítulo el 
proceso ISISA se utiliza para la preparación de estructuras 3D porosas de nanotubos a partir de 
suspensiones acuosas de MWCNTs. Pero los nanotubos de carbono son hidrófobos y en medios 
acuosos tienen tendencia a formar agregados por interacciones de Van der Waals, lo cual 
complica su dispersión. Para solucionar este problema y facilitar su procesado, normalmente se 
someten a tratamientos con ácidos fuertes o se emplean surfactantes como agentes dispersantes 
de los CNTs.11,12  
En este caso, se utilizaron una serie de disoluciones acuosas diluidas de diversos polímeros y 
surfactantes con el fin de conseguir dispersar homogéneamente los MWCNTs. Además, los 
MWCNTs empleados fueron previamente purificados mediante un tratamiento en ácido 
nítrico concentrado (Ver apartado 3.2.1.1).  
Los polímeros ensayados como agente dispersantes para preparar suspensiones acuosas de 
MWCNTs fueron los siguientes: polivinilalcohol con distintos pesos moleculares (PVA, Mw 
72000, 89000 y 130000), polivinilpirrolidona (PVP), polietilenglicol (PEG, Mw 46000), varios 
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copolímeros de bloque (Pluronic F68 y F108), alginatos de baja y de media viscosidad, sepiolita, 
celulosa (cel), hidroxietilcelulosa (OH-Et-cel), quitosano de bajo peso molecular (CHI), 
quitosano soluble en agua y un polímero de elastina sintética (ES) constituido por repeticiones 
de la serie de aminoácidos Val-Pro-Ala-Val-Glu.  
En todos los casos el contenido en peso de MWCNTs en suspensión fue del 8% (P/V), y la 
de los agentes dispersantes del 1% (P/V). Las mezclas permanecieron en agitación durante al 
menos 24 horas. Estas suspensiones se recogieron en jeringuillas de insulina y se congelaron 
por inmersión a velocidad constante (5,9 mm/min) en un baño de nitrógeno líquido (Ver 
materiales y métodos, apartado 3.3.1 y 3.3.3). Del liofilizado de estas muestras se obtuvieron 
monolitos constituidos en su mayor parte por MWCNTs, que conservaron la forma cilíndrica 
de las jeringuillas en que fueron preparados. La morfología interna de estos monolitos 3D se 
estudió mediante microscopía SEM. En todos los casos los monolitos mostraron una estructura 
macroporosa de nanotubos interconectados (tipo scaffold), pero la homogeneidad y el grado de 
ordenamiento de estas estructuras variaba según el polímero empleado en cada caso como 
agente dispersante. El papel de estos polímeros en la construcción de los monolitos pasa de ser 
el agente dispersante de los MWCNTs en las diversas suspensiones acuosas, a formar parte de 
los scaffolds como el “cemento” que mantiene unidas las arquitecturas 3D de MWCNTs. 
En la Figura 6.1 se muestra una selección de micrografías de SEM de secciones 
perpendiculares a la dirección de congelado de algunos de estos scaffolds, representativa de los 
resultados obtenidos con los diversos polímeros. 
Los scaffolds obtenidos a partir de las suspensiones de MWCNTs en celulosa, 
hidroxietilcelulosa, Pluronic F-108, el polímero sintético de elastina (ES), quitosano soluble, 
sepiolita y en ambos alginatos mostraron un patrón regular de poros reconocible a lo largo de 
toda su estructura interna. En cambio, las estructuras obtenidas a partir de suspensiones de 
MWCNTs en cualquiera de los PVAs estudiados, en PEG o en el pluronic F-68 mostraron 
construcciones de composición heterogénea y sin ningún orden establecido.  
La distribución de los MWCNT de manera homogenea por toda la estructura obtenida 
mediante la metodología ISISA es un reflejo de la mayor o menor homogeneidad de las 
suspensiones de MWCNTs con los diferentes polímeros empleados como agentes dispersantes. 
La estructura más ordenada se obtuvo a partir de una suspensión de MWCNTs en una 
disolución de quitosano al 1% (P/V) en AcOH diluido (0,05 M). Se utilizó este medio para 
disolver el quitosano, ya que este polímero no es soluble en agua, pero si en disoluciones ácidas 
diluidas, en las que se encuentra como polielectrolito catiónico (pKa ≈ 6,5). Las micrografías de 
SEM de la estructura interna de este scaffold (MWCNT/CHI mostraron un diseño regular de 
láminas paralelas con puentes cruzándose entre ellas (vista frontal), dando lugar a canales 
alineados en la dirección de congelado (vista longitudinal). 
 
                                                                                     Capítulo 6. Estructuras tridimensionales de MWCNTs. 
 
109 
 
                       SEM - 50  µm                        20 µm                                 5 µnm                     Cryo-Etch-SEM -20 µm 
 
 
Figura 6.1. Composición de micrografías de SEM de secciones perpendiculares a la dirección de congelado 
de algunos de los scaffolds preparados a partir de suspensiones al 8% (P/V) de MWCNTs en soluciones 
acuosas de diversos agentes dispersantes al 1% (P/V) (de arriba abajo: celulosa, Pluronic F108, hidroxi-
etilcelulosa, PVA MW 72000, elastina sintética (VPAVG) y quitosano; micrografías de crio-etch-SEM 
obtenidas a partir de dichas dispersiones (columna derecha).  
No se muestran los scaffolds obtenidos a partir de suspensiones de MWCNTs en PVA MWb89000 y 
130000, PEG, Pluronic F68, alginatos de baja y de media viscosidad, sepiolita y quitosano soluble en agua.  
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En la Figura 6.1 también se muestra una comparativa entre la morfología de las estructuras 
formadas a partir de las suspensiones de MWCNTs empleando la metodología ISISA con las 
obtenidas en un equipo cryo-etch-SEM a partir de las mismas suspensiones (columna derecha).  
El mecanismo de formación de las estructuras porosas es similar en ambos casos, la única 
diferencia está en la ruta de formación de los cristales de hielo, desde agua líquida en un 
proceso ISISA, y  pasando por un estado intermedio de agua vítrea en el cryo-etch-SEM. (Ver 
anexo: A1.1.2.). 
Las estructuras obtenidas mediante cryo-etching a partir de las diversas suspensiones de 
MWCNTs mostraron morfologías homogéneas o heterogéneas en los mismos casos que las 
obtenidas congelando las mismas suspensiones mediante la metodología ISISA.  
Como diferencia reseñable entre los diseños obtenidos por ambas técnicas cabe destacar la 
formación de estructuras más laminares, con menor cantidad de puentes entre paredes 
adyacentes, en el cryo-etch-SEM, aunque los mecanismos que gobiernan la formación de estos 
puentes interlaminares aún no son muy conocidos.  
6.3.  ESTUDIO DE LAS VARIABLES QUE AFECTAN A LA METODOLOGÍA 
ISISA. 
Las propiedades de estos materiales van a variar en función de su morfología, por ejemplo, 
su porosidad, propiedades mecánicas, conductividad, etc. El control de las variables que afectan 
a la metodología ISISA nos permite controlar, al menos en cierta medida, la morfología de los 
scaffolds. De esta forma, se puede optimizar el proceso criogénico para obtener la estructura 
con las características más adecuadas para cada aplicación. En nuestro caso, se llevó a cabo un 
estudio más detallado de la preparación de los scaffolds de MWCNT/CHI, construidos 
empleando quitosano como agente dispersante. Se escogieron estos monolitos porque, además 
de su estructura regular de canales alineados, poseían unas buenas propiedades mecánicas, ya 
que podían manipularse sin que se desmoronaran, y permanecían estables sumergidos en agua 
o en medio de cultivo celular durante largos períodos de tiempo. 
En la introducción ya se comentaron los estudios realizados por el grupo de Tomsia sobre la 
heterogeneidad de las muestras en la dirección de congelado.13,14 En estos estudios se 
distinguieron al menos tres zonas a lo largo de su estructura, caracterizadas por una forma y 
tamaño de poro particular. La zona inicial, la primera en ponerse en contacto con la fuente de 
frío, que no muestra porosidad alguna. Le sigue una zona porosa de morfología celular, que va 
progresando hacía una última zona de estructura laminar, con grandes poros alineados en 
paralelo siguiendo la dirección de avance del frente de hielo. En nuestro caso se trata de un 
material híbrido, y estas zonas no se delimitaron tan claramente, pero sí contrasta la porosidad 
irregular que se observó en la zona inicial de la muestra, en la que apenas se intuye la 
estructura de microcanales alineados en la dirección de congelado que aparece posteriormente 
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(Figura 6.2). El trabajo que detallaremos a continuación se realizó siempre con porciones de 
monolitos con estructura ordenada en forma de microcanales, desechando la fracción inicial de 
las muestras que no mostraban estructuración (aproximadamente 3 cm de longitud). 
 
                                      
 
Figura 6.2. Izquierda: Fotografía de un scaffold preparado por metodología ISISA a partir de una 
suspensión 8%MWCNT/1%CHI y a una velocidad de inmersión de 5,9 mm/min. Centro: Micrografías de 
SEM de secciones del scaffold realizadas en la dirección de congelado a distintas alturas del monolito: (a) 
en la zona inicial, primera toma de contacto con el baño frío y (b) en una zona más alejada, a partir de 3 
cm del origen. Derecha: Micrografía de SEM de la microestructura de un scaffold de alúmina reflejo de la 
evolución del frente de hielo. Esta imagen pertenece a uno de los trabajos de Tomsia sobre la 
heterogeneidad de la morfología de las muestras en la dirección de congelado.13  
6.3.1. La velocidad de congelado. 
La Figura 6.3 muestra una serie de micrografías de SEM de secciones perpendiculares a la 
dirección de congelado de monolitos preparados a partir de suspensiones con idénticas 
cantidades de MWCNT y quitosano (6%MWCNT/1%CHI), pero congeladas empleando 
diferentes velocidades de inmersión en el baño de nitrógeno líquido. En estas micrografías se 
puede apreciar cómo al ir aumentando la velocidad de inmersión (de izquierda a derecha en la 
Figura 6.3), y con ello la velocidad de congelado, va disminuyendo progresivamente el grosor 
de las paredes que sostienen la estructura 3D, a la par que el tamaño de los microcanales.  
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Figura 6.3. Micrografías de SEM de secciones perpendiculares a la dirección de congelado de scaffolds  
preparados a partir de suspensiones 6%MWCNT/1%CHI a distintas velocidades de inmersión (0,72; 2,7; 
5,9 y 9,1 mm/min). 
 
La regularidad del patrón de cavidades parece aumentar con la velocidad de inmersión 
hasta llegar a una velocidad de 5,9 mm/min. En cambio, la estructura interna del scaffold  
congelado a mayor velocidad (9,1 mm/min) empieza a mostrar defectos en su organización 
como consecuencia de un segregado más rápido e irregular. Su estructura es la más similar a la 
obtenida congelando la suspensión de nanotubos mediante cryo-etch-SEM (Figura 6.4). 
 
     
                                                          
                                                         Cryo-etch-SEM           SEM: ISISA (9,1 mm/min)           
    
Figura 6.4. Micrografías de las estructuras obtenidas congelando una suspensión de MWCNT/CHI (6/1% 
P/V) mediante Cryo-etch-SEM y otra (8/1% P/V) empleando la metodología ISISA. 
 
En la fracción inicial de los monolitos congelados a mayor velocidad, se puede observar una 
zona de porosidad más abierta en su zona más externa. Esto se debe al efecto provocado por la 
introducción de un cuerpo caliente (a temperatura ambiente) en un líquido criogénico de baja 
capacidad calorífica, como es el nitrógeno líquido. La diferencia de temperaturas  entre ambos 
hace que el nitrógeno líquido se evapore justo en los alrededores del cuerpo introducido, 
envolviéndolo en una capa de vapor de N2. Este hecho es conocido como efecto Leidenfrost. 
Esta capa de vapor de N2 es muy inestable y desaparece rápidamente, pero como consecuencia 
de la subida local de la temperatura alrededor de la muestra, la zona periférica de ésta se 
congela a una temperatura mayor, permitiendo la formación de cristales más grandes en esta 
zona del scaffold (Figura 6.5). En las muestras congeladas a menor velocidad el frente de hielo 
          0,72 mm/min                              2,27 mm/min                             5,9 mm/min                             9,1 mm/min 
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avanza a lo largo de las muestras más alejado del nivel de inmersión en el baño de nitrógeno 
líquido, y este efecto no se produce. 
 
                                                  
 
Figura 6.5. Micrografía SEM que muestra el ensanchamiento de los microcanales en el borde de un 
scaffold preparado a partir de una suspensión 8%MWCNT/1%CHI y a una velocidad de inmersión de 9,1 
mm/min. 
6.3.2. La concentración de solutos. 
La porosidad final de un criogel va a estar directamente relacionada con el volumen de agua 
presente en la mezcla original. En la Figura 6.6 se muestran una serie de micrografías de SEM 
de scaffolds con distintos contenidos en MWCNTs: 66, 80, 85 y 89%, preparados a partir de 
dispersiones de MWCNTs al 2, 4, 6 y 8% P/V respectivamente. Todas las mezclas se congelaron 
a la misma velocidad de inmersión (5,9 mm/min). Comparando las micrografías se detecta 
cómo a medida que se incrementa el porcentaje en CNT en la suspensión de partida aumenta el 
grosor de las paredes que sostienen la estructura. Ésta es una consecuencia lógica del aumento 
de materia en los scaffolds. 
 
 
 
 
Figura 6.6. Micrografías SEM de secciones perpendiculares a la dirección de congelado de scaffolds de 
MWCNT/CHI congelados a 5,9 mm/min y conteniendo distintos porcentajes de MWCNTs y quitosano. 
 
Los valores de gravedad específica (GE) de estas estructuras macroporosas fueron muy 
bajos, reflejando la ligereza de estos materiales. Los valores medidos fueron de 4,0; 5,7; 8,0 y 
9,4·10-2,  respectivamente, para los monolitos con un 66, 80, 85 y 89% de CNT. Como era de 
         66%MWCNT 34%CHI              80%MWCNT 20%CHI                  85%MWCNT 15%CHI               89%MWCNT 11%CHI 
   GE:           4,0·10-2                                      5,7·10-2                                                                 8,0·10-2                                                                 9,4·10-2 
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esperar, al aumentar la cantidad de MWCNTs presentes en los scaffolds también aumentaron 
sus valores de gravedad específica.  
 
En resumen, la metodología ISISA nos ha permitido construir estructuras tridimensionales 
macroporosas de nanotubos de carbono con buenas propiedades. Este tipo de morfologías 
presenta un área superficial muy elevada y accesible gracias a la estructura porosa de 
microcanales, que permite incluso emplearlos en sistemas en flujo. Además, la ruta de síntesis 
no requiere el empleo de disolventes ni altas temperaturas, por lo que se puede considerar una 
metodología biocompatible. Este hecho es interesante pensando en sus posibles aplicaciones 
como scaffolds para el crecimiento sostenido de células en ingeniería de tejidos, o como 
electrodos 3D en pilas de combustible microbianas. 
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7.1 INTRODUCCIÓN. 
7.1.1. Desarrollo histórico de los biomateriales.1 
Durante siglos, cuando un tejido u órgano humano sufría una dolencia o enfermedad grave, 
la alternativa más frecuente era su extirpación o su amputación. Aunque existen algunos casos 
de implantación de materiales a lo largo de la historia de la medicina, la ciencia de los 
biomateriales no se desarrolló rigurosamente hasta bien entrado el siglo XX, principalmente 
como respuesta a los desastres asociados a las grandes guerras mundiales, sobre todo la Segunda 
Guerra Mundial. Si bien se han propuesto numerosas definiciones, a día de hoy existe consenso 
en definir a un biomaterial como un material no biológico usado en un dispositivo médico, 
destinado a interaccionar con sistemas biológicos.2 El desarrollo de esta ciencia interdisciplinar 
ha sido paralelo al de los materiales avanzados, junto con las tremendas mejoras realizadas en 
las técnicas de anestesia, esterilización, e intervenciones quirúrgicas. 
Genéricamente, se plantearon dos alternativas para la sustitución de los tejidos dañados: los 
trasplantes y los implantes. La primera se reconoce como la técnica más adecuada en caso de 
órganos vitales, aunque resulta muy limitada cuando se trata de afecciones traumatológicas, 
procesos de regeneración epitelial de grandes quemados o algunas aplicaciones dentales, entre 
otros casos. Por este motivo, el desarrollo de nuevos biomateriales ha ido marcando las pautas 
hacia nuevas metodologías y tratamientos que pudieran suplir estas limitaciones.  
Dentro de los biomateriales están comprendidos materiales de muy diferente naturaleza 
tales como los metales, las cerámicas o los polímeros, tanto naturales como sintéticos. Aunque 
habitualmente se utilizan materiales híbridos, cuyas propiedades superan a las de cada uno de 
sus componentes por separado para la aplicación concreta que se le quiera dar. Entre las 
posibles aplicaciones de estos biomateriales se incluyen nuevas generaciones de implantes, 
tanto para tejidos duros como blandos, bioestables o biodegradables, dispositivos biomédicos 
como marcapasos o biosensores, sistemas de liberación controlada de medicamentos y 
compuestos bioactivos y soportes para la regeneración tisular, entre otros. 
La ingeniería de tejidos es una nueva disciplina que se sirve de conocimientos de 
bioingeniería, biología y ciencia de biomateriales para conseguir controlar procesos de 
regeneración de tejidos. El objetivo es regenerar tejidos naturales o crear sustitutos biológicos 
para defectos o pérdidas de tejidos y órganos, combinando biomateriales, células y/o sustancias 
bioactivas.3 Su desarrollo está basado en dos conceptos diferentes, pero complementarios. El 
primero de ellos considera el proceso de regeneración de tejidos in vitro, utilizando un soporte 
para el crecimiento de cultivos celulares específicos (normalmente de tejido biopsiado), que 
posteriormente se implantan en el organismo. El segundo está basado en la implantación de un 
sistema soporte biodegradable o reabsorbible que contengan las sustancias bioactivas necesarias 
para conseguir activar el proceso de regeneración tisular in situ.  
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En cualquiera de los dos planteamientos el biomaterial debe proporcionar una base o matriz 
adecuada para conseguir restaurar o regenerar la estructura, la biofuncionalidad, el 
comportamiento bioquímico, y las características biomecánicas del tejido.  
Para conseguir una regeneración exitosa de los tejidos es indispensable proveer a las células 
de un ambiente local muy parecido a la matriz extracelular (ECM), donde puedan proliferar y 
diferenciarse eficientemente.4 Por este motivo, uno de los objetivos de la ingeniería de tejidos 
es el diseño de una ECM artificial que sea funcional tanto mecánica como biológicamente. 5-16 
7.1.2. Soportes para ingeniería de tejidos. 
En el cuerpo, los tejidos se organizan en estructuras tridimensionales, por lo que para lograr 
recuperar la funcionalidad de tejidos y órganos dañados mediante ingeniería de tejidos es 
necesario diseñar soportes que faciliten la distribución celular y guíen la regeneración tisular 
en tres dimensiones.1 De este modo, la medicina regenerativa está interesada en el desarrollo 
de materiales porosos que puedan ser utilizados como scaffolds para el crecimiento 
tridimensional sostenido de células. 
La organización de los tejidos u órganos naturales está diseñada a escala nanométrica, y en 
ellos las células interaccionan directamente con la estructura nanométrica de la matriz 
extracelular. La disminución de los materiales al tamaño de la nanoescala incrementa 
drásticamente su área superficial y rugosidad, mejorando sus propiedades fisicoquímicas. Es de 
esperar que el empleo de nanomateriales como soporte en ingeniería de tejidos mejore los 
resultados obtenidos empleando materiales tradicionales, ya que estos nanomateriales pueden 
imitar las superficies de los tejidos naturales, respecto a la topografía, reactividad química, etc. 
La combinación entre el diseño de arquitecturas biomiméticas y las propiedades fisicoquímicas 
de los nanomateriales pueden jugar un papel clave en la estimulación del crecimiento celular.17 
Como ejemplo, en la Figura 7.1 se muestra un esquema de la forma en que los nanomateriales 
pueden superar a los materiales convencionales en la regeneración de tejido óseo. 
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Figure 7.1.17 Ventajas de los materiales biomiméticos: Esquema del mecanismo por el que los 
nanomateriales podrían mejorar las cualidades de los materiales convencionales en la regeneración de 
tejido óseo. La superficie bioactiva de los biomateriales imita la del hueso natural para promover una 
mayor adsorción de proteínas y estimular la formación del nuevo hueso de forma más eficiente que los 
materiales convencionales. 
 
Pero el diseño de estos scaffolds no sólo tiene en cuenta su semejanza estructural con el 
tejido humano, sino también la optimización del material para desarrollar funciones 
específicas. Esta multifuncionalidad se consigue mediante la incorporación de factores de 
crecimiento,18,19 ADN,20 células, u otras sustancias bioactivas21 que favorezcan la regeneración 
de los nuevos tejidos22 (Figura 7.2). Así, un soporte ideal para ingeniería de tejidos debería 
interaccionar con las células circundantes promoviendo el crecimiento, la adhesión, la 
migración y la diferenciación celular.23 
 
                       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.2. Scaffolds como sistemas de liberación en ingeniería de tejidos. 
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La selección del material más apropiado para preparar el soporte constituye uno de los 
aspectos clave para conseguir un resultado positivo, ya que sus propiedades intrínsecas 
determinarán en gran medida las propiedades del propio soporte.  
Un aspecto crucial en ciencia de biomateriales es el estudio de la respuesta del organismo 
cuando se introduce un cuerpo exógeno en él. La biocompatibilidad de un material es una 
medida de la aceptabilidad biológica del material por el organismo, y se define como su 
capacidad para dar una respuesta apropiada en el organismo hospedador en una condición 
específica. 
Existen muchos materiales biocompatibles disponibles dentro de las tres grandes familias: 
metales, cerámicas y polímeros. Pero la construcción de soportes adecuados para la 
regeneración tisular no sólo implica el uso obvio de materiales biocompatibles, sino también 
biodegradables. En diversos experimentos in vitro se ha observado cómo las interacciones 
matriz-célula limitan la motilidad celular, y en consecuencia, su crecimiento, dificultando la 
colonización total del scaffold.24,25 Por tanto, lo más deseable es una degradación progresiva de 
su estructura, promoviendo de esta forma la regeneración tisular.  
En consecuencia, los criterios de biodegradabilidad excluyen la utilización de componentes 
metálicos y gran parte de los cerámicos como materiales soporte en ingeniería de tejidos, 
aunque sí se han empleado algunos materiales cerámicos biodegradables o bioabsorbibles a base 
de fosfatos tricálcicos o corales marinos, entre otros. Los materiales más comúnmente usados 
para la preparación de  scaffolds son los polímeros, tanto naturales (como colágeno tipo I, ácido 
hialurónico, alginatos, quitosano, polihidroxibutirato…) como sintéticos (destacando los poli-
ácidos glicólicos y sus derivados, poliácido láctico, polietilenglicoles, poli ε caprolactona, 
polidioxanona, poliésteres aromáticos y alifáticos, polímeros que contienen grupos hidroxilos, 
como el polivinilalcohol, poliuretanos, pluronics, poliaminoácidos o pseudo 
poliaminoácidos…), o combinaciones de ambos que ofrezcan las propiedades más adecuadas a 
cada aplicación.1  
En el caso de la regeneración de tejidos óseos también se han empleado ampliamente 
composites polimérico/inorgánicos con el propósito de acelerar los procesos de mineralización. 
Por ejemplo, se han preparado diversos scaffolds híbridos compuestos por polímeros y cristales 
de hidroxiapatita de tamaño nano, los cuales imitan los cristales minerales presentes en los 
huesos y otros tejidos mineralizados. De esta forma no sólo se mejoran las propiedades 
mecánicas de los scaffolds poliméricos, sino también la adsorción de proteínas sobre su 
estructura, y con ello, la adhesión celular.  
Últimamente también se está estudiando el empleo como soportes para la regeneración 
tisular de mallas construidas utilizando nanomateriales como fibras o nanotubos carbono.26 
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Por otra parte, el método de preparación de estos materiales también debe ser seleccionado 
de acuerdo con los requerimientos finales de la aplicación, ya que dependiendo de la técnica 
empleada se obtendrán scaffolds con diferentes características.3,27 Algunas de las técnicas que se 
pueden utilizar para conseguir una matriz porosa de morfología conveniente son el burbujeo 
de aire, procesado de fibras, emulsionado de fases, moldeado en fundido, polimerización in 
situ, evaporación de disolventes y disolución de partículas, procesado a alta presión, fluidos 
súper críticos, modelado rápido, separación de fases/liofilización, etc.3,27-34 La mayoría de estos 
métodos han demostrado su validez para la preparación de scaffolds de diferente naturaleza,35,36 
aunque algunas de estas técnicas presentan limitaciones en cuanto a su biocompatibilidad 
debido al empleo de altas temperaturas o de disolventes en la preparación de los materiales.1  
 
En resumen, los materiales que pueden ser empleados como soportes o andamiajes en 
ingeniería de tejidos deben poseer una serie de requisitos complejos y específicos:3  
1.- Deben poseer propiedades mecánicas que se asemejen a las del tejido en el sitio de 
implantación a las células de daños de compresión o de fuerzas elásticas sin la inhibición de 
las se, o que sean capaces de proteger ñales biomecánicas apropiadas. 
2.- Deben poseer una aceptable biocompatibilidad y citotoxicidad. 
3.- Deben tratar de imitar a la EMC original y proporcionar sustancias que promuevan la 
interacción con el entorno, el desarrollo celular y a la morfogénesis de los tejidos. 
4.- Deben soportar la adhesión celular y proliferación, facilitando el contacto célula-célula 
y la migración celular. 
5.- Deben ser biodegradables y bioadsorbidos en un período de tiempo predeterminado, y el 
espacio inicialmente ocupado por el scaffold debe ser reemplazado por el tejido en 
crecimiento. 
7.1.3. Aplicaciones de los CNTs en ciencia de biomateriales. 
La integración de los CNTs en sistemas biológicos dando lugar a estructuras hibridas es un 
área de investigación muy novedosa. Sus propiedades, dimensiones y elevada relación 
superficie/volumen hacen de los CNTs estructuras adecuadas para la adsorción de moléculas 
bioactivas. En este ámbito, en la actualidad existen principalmente cuatro áreas relevantes para 
ciencia de biomateriales interesadas en el uso de CNTs.6  
1- En el marcaje celular, empleando los CNTs como posibles agentes de contraste en 
imágenes de resonancia.  
2- En el diseño de nanosensores, aprovechando sus propiedades eléctricas, su elevada área 
superficial y su capacidad para inmovilizar ADN o algunas proteínas. La posibilidad de 
monitorizar algunas actividades fisiológicas en un microambiente celular, como el transporte 
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de iones, las interacciones enzima/cofactor, la segregación de metabolitos o el comportamiento 
celular en cuanto a adhesión a la matriz, proporcionaría información continua sobre el 
comportamiento y evolución de los tejidos injertados.  
3- En la liberación o en el control de la producción de sustancias inductoras de la 
regeneración tisular. Por ejemplo, se han usado CNTs para alterar la conducta de distintos tipos 
celulares mediante la liberación localizada de fármacos,37 o por procesos de transfección de 
genes,38 o incluso se ha propuesto su uso como bloqueadores de canales iónicos celulares.39   
4- Por último, la ingeniería de tejidos podría aprovecharse del empleo de los CNTs en la 
preparación de soportes estructurales para el crecimiento tisular. Aunque en la introducción ya 
se describieron las dificultades que entraña las construcción de estructuras 3D de nanotubos de 
carbono. 
7.1.4. Biocompatibilidad de los CNTs. 
Aunque, como se ha indicado, existen ejemplos del empleo de los CNTs en ciencia de 
biomateriales, el desarrollo de dispositivos basados en nanotubos de carbono para aplicaciones 
biológicas presenta un interrogante en lo que se refiere a su grado de citotoxicidad, ya que aún 
hay cierta controversia sobre el carácter biocompatible de los CNTs.  
Se han realizado diversos estudios in vitro que muestran su citotoxicidad,40-48 mientras que 
otros los muestran como sustratos excelentes para el crecimiento celular.49-56 Quizá estas 
diferencias sean debidas, al menos en parte, a las numerosas variables que intervienen en los 
ensayos de citotoxicidad y que pueden afectar a los resultados,57 como son las propias 
condiciones de ensayo, el tipo de CNTs, o el tipo de células cultivadas. 
Los autores que afirman que los CNTs son citotóxicos apuntan a diferentes factores como 
responsables de la citotoxicidad.58 Algunos atribuyen la citotoxicidad de los CNTs a sus 
dimensiones nanométricas y a su estructura tubular, 59,60 dado que el grafito, la forma alotrópica 
de C con mayor semejanza estructural a los CNTs, no es citotóxico. En esta línea, hay estudios 
que muestran la producción de estrés oxidativo en las células en contacto con CNTs de menor 
longitud.61  
En cambio, hay autores que afirman que la citotoxicidad de los CNTs depende del 
porcentaje de impurezas carbonáceas en la muestra y del grado de dispersión que puedan 
alcanzar los CNTs. Por ejemplo, Bianco54 atribuye la biocompatibilidad de los CNTs observada 
en sus estudios a la elevada solubilidad obtenida mediante su funcionalización. Aunque 
también hay diferentes opiniones respecto a la citotoxicidad de los nanotubos funcionalizados.  
Otra hipótesis es la que plantea Diabaté,55 que observó la disminución de la citotoxicidad de 
los CNTs cuando éstos habían sido tratados previamente para eliminar las trazas de metales 
procedentes de su síntesis. 
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De todos estos estudios se deduce que entre los factores que podrían provocar la 
citotoxicidad de los CNTs están su morfología, la dificultad de alcanzar una dispersión 
adecuada en el medio fisiológico y la presencia de carbón amorfo o de restos de catalizador 
procedentes de su síntesis.  
Se podría afirmar que las estrategias para minimizar la citotoxicidad apuntan al desarrollo 
de tratamientos de purificación de los CNTs,62,63 y a la optimización de su dispersión en los 
fluidos fisiológicos. 
7.1.5. Soportes de CNTs en ingeniería de tejidos. 
A pesar de la controversia existente en cuanto a la citotoxicidad de los CNTs, se han 
publicado varios trabajos que describen el crecimiento satisfactorio de diferentes tipos de líneas 
celulares in vitro sobre soportes de CNTs. Por ejemplo, se ha descrito el crecimiento de un 
cultivo de células de músculo liso sobre composites de SWCNTs y colágeno;64 la proliferación 
de condriocitos sobre sistemas basados en CNTs;65 o de fibroblastos de ratón sobre estructuras 
ordenadas de MWCNTs interconectados (Figura 7.3). El diseño de este tipo de estructuras con 
una arquitectura periódica y biomimética en el nivel de la nanoescala, podría ser una de las 
claves para lograr el éxito de los scaffolds basados en CNTs en la regeneración tisular.66 Aunque 
en este caso la tercera dimensión sólo alcanzaba la longitud de un nanotubo. 
 
 
 
Figura 7.3. Representación del método general empleado para preparar redes 3D de MWCNTs 
interconectados y su aplicación como scaffold para el crecimiento celular (izquierda). Micrografías de 
SEM de células fibroblásticas de ratón L929 creciendo sobre la red de MWCNTs, tras 1 (A) y 7 días (B) de 
cultivo. Las escalas son 40 y 6 μm respectivamente. Imágenes tomadas de la referencia 66.  
 
Entre los estudios realizados sobre las interacciones entre CNTs y células de organismos 
superiores destacan diversos trabajos en los que se han empleado sustratos compuestos tanto de 
MWCNT como de SWCNTs como soportes biocompatibles para el crecimiento y la 
diferenciación neuronal.67-69 Por ejemplo, Mattson67 mostró cómo el recubrimiento de los CNTs 
con moléculas bioactivas mejoraba el crecimiento neuronal sobre ellos. Posteriormente, Hu68,69 
observó que los sustratos de CNTs funcionalizados con carga positiva promovía la aparición de 
conos de crecimiento neuronal más numerosos (extensión de un axón en desarrollo para 
conseguir una conexión sináptica), y la extensión de neuritas más largas y con una ramificación 
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más elaborada respecto de las neuronas cultivadas sobre MWCNTs neutros o con carga 
negativa.  
En esta misma línea, Gabay cultivó tejido cortical de rata sobre un sustrato con un dibujo de 
CNTs y observó que las neuronas y células de la glía se adhirieron preferentemente a las 
regiones cubiertas por nanotubos, formando redes ordenadas con geometrías determinadas por 
la disposición de los CNTs70 (Figura 7.4). 
 
                  
 
Figura 7.4. Izquierda: Imágenes de microscopía de puentes de neuronas sobre conjuntos de MWCNTs 
creando redes neuronales. La barra de escala son 100 μm. Derecha: Imagen a mayor magnificación de uno 
de las islas de MWCNTs  mostrando las neuronas confinadas sobre su superficie, excepto para extenderse 
hacia las islas de nanotubos adyacentes. La escala es 10 μm.70 
 
Más recientemente, Nguyén-Vu et al. estudiaron el crecimiento de células nerviosas sobre 
dispositivos de nanofibras de carbono ensambladas verticalmente y recubiertas con un 
polímero conductor, que proporcionaban un microambiente que imitaba al del tejido natural. 
Estos biomateriales podrían emplearse tanto para el estudio de las interacciones matriz-célula 
como para el desarrollo de implantes neuronales.71  
También se han realizado diversos estudios que exploran el uso de CNTs como scaffolds 
para la proliferación de osteoblastos y la regeneración de tejido óseo. Webster et al. 
describieron la posibilidad de emplear composites de policarbonato uretano reforzados con 
distintas proporciones de nanofibras de carbono para la regeneración tisular tanto de tejido 
nervioso como óseo. La incorporación de los CNTs proporcionaba al soporte una superficie más 
rugosa, alterando sus propiedades químicas y energéticas. Estas propiedades son determinantes 
en la interacción de los soportes con las proteínas que median la adhesión celular. En este 
trabajo observaron que el incremento de la proporción de nanofibras de carbono en los 
composites disminuía la formación de tejido cicatrizado y favorecía el crecimiento de las 
células, tanto neurales como osteoblastos, respectivamente.72 
En los estudios realizados por Zanello se descubrió que los CNTs neutros (sin una carga 
eléctrica neta) favorecían la proliferación de los osteoblastos y su funcionalidad en la 
formación del hueso, ya que estos osteoblastos eran capaces de producir HAp. Este proceso se 
asemeja al de formación del hueso natural, en el que los osteoblastos atraviesan distintas etapas 
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de diferenciación celular bajo un control hormonal, segregando proteínas de la matriz 
extracelular y formando cristales de hidroxiapatita (HAp) para su mineralización.  
Dependiendo de si usaban SWCNTs o MWCNTs como soportes para el cultivo de los 
osteoblastos podían controlar la morfología de las células y su posibilidad de diferenciarse, lo 
que sugiere la posibilidad de emplear combinaciones de ambos nanomateriales en la 
preparación de los scaffolds con el fin de modular el crecimiento celular.73 
Ambos estudios tienen en común la buena biocompatibilidad mostrada por los CNTs para el 
crecimiento de tejido óseo.  
Pero, como ya se ha comentado anteriormente, para conseguir una regeneración tisular 
exitosa es indispensable proveer a las células de un ambiente similar al de la matriz 
extracelular. Esto implica la necesidad de diseñar soportes que faciliten la distribución celular y 
guíen la regeneración tisular en tres dimensiones. 
En el capítulo anterior se describió cómo la metodología ISISA nos permitía construir 
estructuras 3D macroporosas de MWCNTs mediante una ruta biocompatible de síntesis. En 
este capítulo se lleva a cabo un estudio sobre el comportamiento de estas estructuras como 
soportes para el crecimiento celular y la regeneración de tejido óseo. Con este propósito, se 
realizaron cultivos celulares de mioblastos de ratón de la línea celular pluripotencial C2C12 
sobre los scaffolds de MWCNT/CHI. Esta línea celular es capaz de diferenciarse hacia 
diferentes fenotipos bajo la acción de algunos factores químicos y biológicos. En un primer 
acercamiento se realizaron ensayos in vitro de adhesión, viabilidad y proliferación celular 
sobre la superficie de los scaffolds. A continuación se analizó, mediante ensayos in vitro e in 
vivo, la evolución de esta línea celular hacia un linaje osteoblástico en presencia de una 
proteína osteoinductora. En este caso se adsorbió la proteína humana recombinante BMP-2 
(rhBMP-2) directamente en la estructura de los scaffolds.  
También se describe el estudio de un proceso de mineralización de estas estructuras con 
cristales de hidroxiapatita. De este modo se pretendía mimetizar, además de la estructura, la 
composición del tejido óseo. Esto podría acelerar el proceso de recuperación de dicho tejido, ya 
que se le está proporcionando el calcio y el fósforo a partir de los cuales reconstruir su propia 
estructura.  
Este trabajó se realizó con la colaboración del grupo de investigación dirigido por el Dr. 
López Lacomba del Instituto de Estudios Biofuncionales de la Universidad Complutense de 
Madrid. 
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7.2. ENSAYOS IN VITRO DE VIABILIDAD CELULAR. 
7.2.1. Preparación y cultivo de los scaffolds de MWCNT/CHI. 
Con el propósito de comprobar la biocompatibilidad de estas estructuras, en primer lugar se 
realizaron ensayos in vitro de adhesión celular, sembrando células C2C12 sobre la superficie de 
varios fragmentos del scaffold de MWCNT(85)/CHI (preparados aplicando la metodología 
ISISA sobre una suspensión de CNTs en quitosano, ver sección 3.3.3.2), de unos 10 mm de 
diámetro y 2 mm de grosor, empapados en medio de cultivo (Figura 7.5). 
 
                                          
Figura 7.5. Micrografía de SEM de una sección transversal 
de un scaffold de MWCNT/CHI mostrando una 
estructura reticular. Incluye una fotografía de un 
monolito resultante del proceso ISISA. 
 
 
 
7.2.2. Estudio morfológico del cultivo. 
La morfología del cultivo se estudió mediante microscopía electrónica de barrido ambiental 
(ESEM). De este modo se pudo observar cómo el scaffold conservaba su estructura, al menos 
parcialmente, una vez hidratado con el medio de cultivo celular. Tras un día de cultivo, las 
imágenes de ESEM revelaron la presencia de células, con diámetros de 10 a 20 µm, 
uniformemente diseminadas sobre la sección del scaffold (Figura 7.6). Se detectó en estas 
células una tendencia a extender pequeñas proyecciones mediando su acercamiento al 
scaffold,74 indicio de adhesión celular al soporte. A los cuatro días de cultivo se observó una 
capa de células cubriendo la superficie del scaffold, quedando la mayor parte de éste oculto 
bajo ellas, lo que apunta un eficiente crecimiento y proliferación celular sobre el scaffold de 
MWCNT/CHI (Figura 7.6.b). 
 
    
 
Figura 7.6. Micrografías ESEM de scaffolds de MWCNT/CHI sembrados con células C2C12 y cultivados 
durante 1 (a) y 4 (b) días. 
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Observando detalladamente las micrografías de ESEM mostradas en la Figura 7.6.b 
descubrimos que junto al crecimiento lateral de las células sobre la superficie de los scaffolds 
también hay indicios de un crecimiento hacia el interior. Por ejemplo, se pueden ver algunas 
células pegadas al fondo de las cavidades superficiales, lo que supone cierta tendencia a 
infiltrarse en la estructura tridimensional del scaffold. 
Curiosamente, los scaffolds no mostraron señales de degradación tras cuatro días en medio 
de cultivo. De hecho, en ensayos in vitro la degradación del scaffold de MWCNT/CHI apenas 
fue significativa transcurridas tres semanas en presencia de lisozima, enzima capaz de degradar 
el quitosano. 
Estos resultados de crecimiento celular sobre la superficie de los scaffolds están de acuerdo 
con los recientemente publicados por Correa et al. mencionados en la introducción.66 En su 
caso, cultivaron fibroblastos de ratón sobre soportes 3D de MWCNTs interconectados 
obteniendo un crecimiento extensivo y una buena adhesión celular. El diseño superficial de sus 
soportes era similar al de nuestros scaffolds, pero con los nanotubos alineados sobre un 
substrato de silicona, donde la tercera dimensión estaba limitada a la longitud de un sólo 
MWCNT (Figura 7.3). 
7.2.3. Estudio histológico del crecimiento celular en el scaffold  3D. 
A continuación se llevaron a cabo nuevos estudios del crecimiento celular sobre la 
superficie de los scaffolds mediante tinciones histológicas e inmunohistoquímicas, con 
hematoxilina-eosina y con actina de músculo liso (α-SMA), respectivamente (secciones 3.5.1.3 
y 3.5.1.4). Las tinciones se realizaron sobre diversas secciones de los soportes cultivados y se 
analizaron mediante microscopía óptica. Observando una sección transversal de un scaffold 
que había permanecido inmerso en medio de cultivo celular durante cuatro días (imagen 7.7.a) 
se comprobó cómo, al menos a tiempos medios de contacto con el medio, su estructura de 
microcanales se mantenía estable. Esto viene a confirmar lo que ya se había observado 
anteriormente mediante microscopía ESEM. Las imágenes 7.7.b y 7.7.c pertenecen a dos 
secciones (una transversal y otra longitudinal) de un scaffold sembrado y cultivado durante 1 
día. En ellas se pueden observar algunas células aisladas extendiendo proyecciones 
citoplasmáticas hacia las paredes de las cavidades, que finalmente acabarán formando una capa 
homogénea sobre la superficie del soporte (7.7.d). Las micrografías 7.7.c y 7.7.d, tomadas sobre 
secciones longitudinales de un scaffold tras 1 y 4 días de cultivo, respectivamente, muestran 
algunas células penetrando en la estructura de canales del scaffold. Aunque en la imagen 7.7.c 
se pueden ver algunas células creciendo en zonas más profundas de la estructura 3D, éstos son 
casos excepcionales, generalmente se encontraron tan sólo 2 ó 3 capas de células creciendo 
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hacia el interior de la estructura del scaffold (7.7.d). De aquí se deduce que la infiltración 
celular in vitro en la estructura macroporosa es posible, aunque está muy impedida. 
 
                                                
 
Figura 7.7. Imágenes de microscopio óptico de secciones de scaffolds de MWCNT/CHI de cortes en 
perpendicular (a, b) y en paralelo (c, d) a la dirección de congelado. (a) scaffold sin sembrar inmerso en 
medio de cultivo durante 4 días. (b y c) Soporte sembrado con células C2C12 y cultivado durante 1 día. 
(d) Un scaffold sembrado con células C2C12 tras 4 días de cultivo. Las imágenes (a) y (b) se obtuvieron 
por tinción con hematoxilina-eosina, y las imágenes (c) y (d) por tinción inmunohistoquímica con α-
SMA. Las imágenes mostradas son el resultado de solapar imágenes fluorescentes de las células con 
imágenes ópticas del scaffold. 
 
Estos resultados concuerdan con los encontrados previamente en bibliografía para cultivos 
celulares en distintos scaffolds tridimensionales, como por ejemplo cristales coloidales 
inversos.16,75 El diseño de estos cristales permitió estudiar las interacciones célula-célula y 
célula-matriz, apuntando que el consumo de nutrientes y oxígeno por las células establecidas 
en la periferia del scaffold limita su difusión hacia el interior, dificultando la proliferación 
celular en este sentido,23,25 que queda reducida a unas pocas capas de profundidad.76 
7.2.4. Ensayos cuantitativos de proliferación celular. 
Con el propósito de cuantificar la supervivencia y proliferación celular se llevaron a cabo 
ensayos in vitro MTT. El ensayo MTT se basa en la reducción metabólica del compuesto 
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) por el enzima mitocondrial 
succinato-deshidrogenasa, formando un precipitado púrpura de formazán, el cual absorbe luz a 
570 nm.  
De esta manera puede determinarse la actividad mitocondrial de las células tratadas. La 
cantidad de formazán es proporcional a la cantidad de células vivas, por lo que midiendo el 
aumento de absorbancia debida a la formación de dicho compuesto se puede monitorizar la 
viabilidad y actividad bioquímica de un cultivo. 
Se realizaron ensayos MTT a varios scaffolds sembrados y cultivados en una placa de 
pocillos biocompatibles, al medio de cultivo que quedaba en estos pocillos alrededor de los 
scaffolds y a los cultivos realizados como control positivo en estos pocillos, en ausencia de 
scaffold. 
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Figura 7.8. Ensayos de citotoxicidad MTT de células C2C12 sembradas en la superficie de scaffolds de 
MWCNT/CHI (a, barras azules) Los datos se muestran en un gráfico de barras cuantificando el 
crecimiento celular observado en las micrografías ESEM. Está representado el error estándar medio donde 
n=3. También se muestran las lecturas MTT del pocillo cultivado como control positivo, sin scaffold (b, 
barras púrpuras) y de la porción de pocillo que rodea al scaffold (c, barras verdes). En este gráfico se ha 
insertado una fotografía de las muestras en las que se llevaron a cabo los ensayos. 
 
De los datos de densidad óptica obtenidos en este ensayo, mostrados en la Figura 7.8, se 
dedujo que la viabilidad celular sobre el scaffold de MWCNT/CHI era similar a la del cultivo 
crecido sobre un pocillo biocompatible. De hecho, la suma de las densidades ópticas obtenidas 
realizando el ensayo MTT a los cultivos crecidos sobre el scaffold y sobre en el anillo exterior 
libre de esa placa alcanzaron los valores obtenidos para los cultivos crecidos sobre un pocillo 
sin scaffold.  
7.3. ENSAYOS IN VITRO DE DIFERENCIACION CELULAR HACIA EL 
LINAJE OSTEOBLÁSTICO. 
En base a los experimentos in vitro descritos anteriormente, parece que la 
biocompatibilidad de los scaffolds de MWCNT/CHI como soportes para el crecimiento de la 
línea celular C2C12 es buena, a pesar de la controversia existente sobre la citotoxicidad de los 
nanotubos de carbono.  
Como ya se ha indicado, en la preparación de soportes para regeneración de tejidos lo que 
se pretende es imitar las propiedades del tejido original para poder restablecer su organización 
y funciones propias. Teniendo en cuenta que la morfología macroporosa de los scaffolds de 
MWCNT/CHI  se asemeja a la estructura trabecular del hueso esponjoso, y aprovechando la 
afinidad que muestran los CNTs, en particular los MWCNTs, para adsorber distintos tipos de 
proteínas en sus paredes,25-78 se propuso la adsorción de una proteína osteoinductora, la 
rhBMP-2, al scaffold de MWCNT/CHI para estudiar la idoneidad de este sistema en la 
regeneración de tejido óseo.79 Existen trabajos previos que muestran la conservación de la 
actividad de diferentes proteínas adsorbidas sobre CNTs, pero ninguno sobre este sistema en 
concreto. Así, el primer paso fue evaluar la preservación de la actividad de la rhBMP-2 
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adsorbida en un scaffold de MWCNT/CHI. Estos estudios se realizaron cultivando scaffolds, 
sobre los que se había adsorbido previamente la proteína rhBMP-2, con células de la línea 
pluripotencial C2C12, capaces de diferenciarse hacia el linaje osteoblástico bajo la acción de 
esta proteína.80 
7.3.1. Actividad de la proteína osteoinductora rhBMP-2 adsorbida sobre  
scaffolds de MWCNT/CHI. 
La preservación de la actividad osteoinductora de esta proteína adsorbida sobre los scaffolds 
de MWCNTs se comprobó mediante ensayos de actividad de un enzima implicado en los 
procesos de calcificación del hueso, la fosfatasa alcalina. En estos ensayos se monitorizó la 
evolución de la actividad de este enzima, en un cultivo de células C2C12 crecido sobre un 
scaffold de MWCNT/CHI con rhBMP-2 adsorbida en su estructura. Como sustrato para la 
fosfatasa alcalina se utilizó el compuesto 4-nitrofenil fosfato, y se midió el aumento de 
absorbancia  a 405 nm debido a la formación de 4-nitrofenol cuando el enzima hidrolizaba el 
enlace fosfato. El gráfico de la Figura 7.9 muestra el aumento de la actividad de la fosfatasa 
alcalina del cultivo con el tiempo de incubación, lo que indica que las células se están 
diferenciando y, por tanto, que la proteína rhBMP-2 adsorbida en el scaffold conserva su 
actividad. 
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Figura 7.9. Gráfico de barras mostrando la actividad del enzima fosfatasa alcalina de células C2C12 
sembradas en la superficie de un scaffold de MWCNT/CHI, con la proteína rhBMP-2 adsorbida 
previamente,  y cultivadas durante 2, 4 y 6 días. También se muestran los controles negativos, midiendo 
la actividad fosfatasa alcalina de células sembradas y cultivadas de igual manera, pero sobre los scaffolds 
originales, sin rhBMP-2 adsorbida. 
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7.4. MODELO EXPERIMENTAL IN VIVO. 
7.4.1. Biocompatibilidad del scaffold y regeneración tisular. 
Una vez comprobada la actividad de la proteína rhBMP-2 adsorbida sobre los scaffolds el 
siguiente paso fue estudiar su comportamiento en un modelo experimental in vivo. En estos 
experimentos se introduce una sustancia extraña en un organismo vivo, por lo que pueden 
contribuir a aclarar las dudas sobre la biocompatibilidad de los soportes. 
El objetivo planteado fue la formación ectópica de tejido óseo en una zona de tejido 
muscular in vivo.81,82 La realización de un implante ectópico ofrecia varios aspectos 
interesantes. Por un lado, y en términos de ciencia básica, su estudio es sencillo dado que se 
puede discernir claramente el proceso de formación del nuevo tejido. Por otra parte, en 
términos más experimentales, abre la puerta a la utilización de procesos regenerativos donde la 
regeneración tiene lugar en una zona sana del organismo y una vez regenerado, este tejido 
puede ser implantado en la zona dañada. 
En primer lugar se adsorbió la proteína rhBMP-2 sobre un fragmento de scaffold de 
aproximadamente 10 mm de diámetro y 2 mm de grosor y se realizó un implante subcutáneo 
en la espalda de un ratón, en una zona de tejido muscular (Figura 7.10.a). La presencia del 
scaffold no provocó reacciones de inflamación crónica durante las tres semanas que se mantuvo 
el implante, indicando una buena biocompatibilidad del material.  
Tras este periodo, el animal fue sacrificado para poder llevar a cabo un estudio histológico 
de la zona en la que había sido realizado el implante.  
El primer aspecto relevante obervado en el estudio histológico fue la notable 
biodegradación del scaffold; más del 80% de la estrutura había desaparecido en tan solo tres 
semanas, siendo reemplazada por nuevo tejido (Figura 7.10.b). Tras realizar un ensayo de 
tinción con tricromo de Masson, este tejido adquirió un color azul verdoso (Figura 7.10.c), 
característico de células que están expresando colágeno, como son las del tejido óseo, de 
manera que se diferenciaban perfectamente de las células musculares de color rosa del tejido 
circundante. Así, el segundo aspecto relevante fue la presencia de un borde bien delimitado 
entre el tejido muscular original y el nuevo tejido óseo crecido a partir del scaffold  implantado 
(Figura 7.10.c) indicativo de que el crecimiento del nuevo tejido ha tenido lugar de manera 
preferente en la zona del implante y no se ha extendido al tejido circundante. El aspecto de 
éste tejido circundante es, por otro lado, de tejido sano lo que sigue reflejando una buena 
biocompatibilidad del material implantado. La buena biocompatibilidad observada podría 
asociarse al proceso de purificación de los MWCNT83 llevado a cabo con anterioridad a la 
formación del scaffold. Éste permite la eliminación de trazas de metales y carbón amorfo, 
típicos subproductos de los procesos de formación de los CNTs,84 y que, en general, como ya se 
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ha indicado, son los mayores responsables de los problemas de citotoxicidad asociados a los 
CNTs.85,86 Además, el quitosano usado inicialmente como agente dispersante queda  
recubriendo, al menos parcialmente, la superficie de los MWCNT que conforman el scaffold, 
ayudando a mejorar su biocompatibilidad.87 
 
 
 
Figura 7.10. La fotografía (a) muestra la implantación quirúrgica del scaffold de MWCNT/CHI adsorbido 
con rhBMP-2 en un bolsillo subcutáneo en tejido muscular del ratón. La imagen (b) de microscopio 
óptico muestra el tejido óseo regenerado y una fracción menor de los restos del scaffold degradado. La 
micrografía óptica (c) muestra en detalle el tejido óseo regenerado tras el desensamblado del scaffold de 
MWCNT/CHI, con las células que expresan colágeno teñidas de color azul verdoso, y rodeado de tejido 
muscular, que vemos en color rosa. Se puede distinguir claramente la interfase delimitando los dos tejidos 
adyacentes. La flecha señala los restos del scaffold de MWCNT/CHI. La micrografía (d) obtenida también 
por microscopía óptica, muestra un detalle de los restos de scaffold. Se observa la presencia de 
fibroblastos, teñidos de color púrpura, entre los restos del scaffold, mientras las zonas circundantes, donde 
ya se había desensamblado el scaffold, ya han sido colonizadas por células de tejido óseo, que se colorean 
de verde azulado mediante la tinción con tricromo de Masson.  
 
En las zonas más alejadas del tejido circundante (donde todavia se pueden observar restos 
del scaffold (Figure 7.10.c y d) también se encontraron células teñidas de color azul verdoso, 
junto con otras de color purpura que corresponden a fibroblastos de tejido musculares. Estos 
fibroblastos son el origen de las células de color azul verdoso dado que son células poco 
diferenciadas que en presencia de la proteína recombinante se convierten en células de tejido 
óseo. Por último, también entre los restos de scaffold de MWCNT/CHI (señalados con flechas 
en las imágenes 7.10.b y c), se observó la aparición de eritrocitos (teñidos de rojo) que 
señalaron la vascularización del tejido.  
No conocemos bien el proceso por el cual el scaffold desaparece y es sustituido por células 
de tejido óseo, pero a la vista de las micrografías de las tinciones histológicas del área en el cual 
se realizó el implante y alrededores, mostradas en las Figuras 7.10 y 7.11 se puede observar 
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cómo la degradación del scaffold sucedía desde la perfieria del implante hacía su interior, por 
lo que parece existir una relación entre degradación del scaffold y la regeneración del tejido.  
 
  
 
Figura 7.11. Las micrografías ópticas a-c muestran las tres zonas más claramente distinguibles observadas 
después de tres semanas de la implantación del scaffold. La zona 1, donde la estructura de microcanales 
del scaffolds permanece prácticamente intacta (marcada con círculos amarillos). La zona 2, en la que 
fibroblastos no diferenciados (células teñidas de color púrpura) están colonizando la estructura 
parcialmente desensamblada de MWCNT/CHI (hemos señalado uno de estos agregados desordenados de 
nanotubos característicos de esta zona con una flecha azul). En esta zona también abundan los capilares 
sanguíneos, llenos de eritrocitos, algunos de los cuales se han señalado con flechas amarillas. Por último, 
la zona 3, donde el scaffold está totalmente desensamblado y tan sólo podemos encontrar algunos 
nanotubos aislados dispersos entre el tejido óseo regenerado, hemos marcado algunos de ellos con círculos 
azules.  
 
Analizando distintas micrografías de cortes histológicos tomadas desde el interior del 
implante hacia la periferia (Figuras 7.11.a, b y c, respectivamente), podemos analizar 
cronológicamente los procesos de degradación del scaffold y de regeneración del tejido. Lo 
primero que puede observarse en aquellas zonas donde aún se puede encontrar la estructura 
ordenada característica de los scaffolds de MWCNT/CHI es la aparición de eritrocitos (teñidos 
de rojo) indicativos de una buena vascularización del tejido, (zona 1, Figura 7.11.a).  
El inicio del proceso de degradación del scaffold consiste en el desensamblado de esta 
estructura ordenada. En estas zonas (zona 2, Figura 7.11.b), compuestas por aglomerados de 
MWCNT/CHI carentes de orden, sigue destacando la abundancia de vasos sanguíneos y 
empiezan a aparecer algunas células no diferenciadas, como fibroblastos (teñidas de púrpura).  
 En último lugar se observa la aparición de células productoras de colágeno, teñidas de 
verde azulado (Figura 7.11.c). Este tipo de células, resultado de la diferenciación celular de los 
fibroblastos en presencia de la proteína osteoinductora rhBMP-2, están rellenando las áreas 
donde originalmente residía el scaffold de MWCNT/CHI. Estas zonas también se caracterizan 
por la disminución de la cantidad de vasos sanguíneos y de MWCNTs presentes. Con respecto a 
estos últimos, tan solo se observan algunos MWCNT dispersos entre las células que están 
creciendo y regenerando el tejido, pero sólo como entidades unitarias, no como agregados. 
Este analisis cronológico parece indicar que las primeras células en invadir la estructura del 
scaffold son los eritrocitos, posteriormente la estructura empieza a desesamblarse y ser 
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colonizada por fibroblastos del tejido muscular circundante que en presencia de la proteina 
morfosintética se diferncian en células de tejido óseo, lo que coincide con la desaparición 
mayoritaria de los MWCNT que formaban el scaffold.  
La siguiente cuestión es, pues, saber dónde y cómo han migrado esos nanotubos una vez 
desensamblados. Por este motivo, se realizó una inspección de los tejidos circundantes al 
implante en busca de restos del scaffold degradado que hubieran podido dirigirse hacia ellos 
por difusión, pero tan solo se  encontraron algunos nanotubos aislados (Figura 7.12), en menor 
cantidad incluso en las zonas donde las células estaban creciendo para formar el nuevo tejido 
(Figura 7.11.c). En esta inspección no se encontró ninguna señal de posibles daños o lesiones 
provocados en dichos tejidos a causa de los procesos de biorreposición con MWCNT. 
 
 
                                          
 
Figura 7.12. Esta micrografía óptica 
muestra, marcados también con círculos 
azules,  algunos de los escasos 
MWCNT/CHI aislados que se encontraron 
dispersos en el tejido muscular que rodea 
al implante.  
 
 
 
Visto esto, parece que la explicación más plausible para la desaparición de los MWCNT/CHI 
del tejido regenerado es su incorporación al torrente sanguíneo. No hemos realizado 
experimentos que confirmen este fenómeno aunque, como ya se ha indicado, sí se observó la 
aparición de una gran abundancia de capilares en las primeras etapas de desensamblado y 
desaparición del scaffold (Figuras 7.11.a y 7.11.b), lo cual apoya esta hipótesis. De ser así, los 
CNTs podrían ser filtrados en los riñones y finalmente excretados. Nuestro futuro trabajo 
estará encaminado a estudiar si los MWCNT incorporados al torrente sanguíneo se acumulan 
en organos vitales (hígado, riñones o bazo, entre otros) o sí son excretados con la orina tal y 
como recientemente se ha publicado para CNTs (ambos, SW- y MWCNT) inyectados por vía 
intravenosa a ratones.88  
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7.5. MINERALIZACIÓN DE LOS SCAFFOLDS DE MWCNT/CHI. 
Cuando se pretende reemplazar un tejido enfermo por un sustituto biológico con la 
intención de recuperar la organización y funciones de los tejidos originales es importante 
intentar imitar sus propiedades, en términos de estructura y crecimiento. En el apartado 
anterior se estudió el empleo de scaffolds de MWCNT/CHI sobre los que se había adsorbido la 
proteína osteoinductora rhBMP-2 en la regeneración de tejido óseo. En este apartado se 
presenta un estudio de la mineralización de estas estructuras con cristales de hidroxiapatita. De 
este modo se pretende mimetizar, además de la estructura, la composición del tejido óseo. Esto 
facilitaría el proceso de recuperación de dicho tejido, ya que se le estaría proporcionando la 
materia prima a partir de la cual reconstruir su propia estructura.  
La composición del hueso varía según el lugar, la edad, la alimentación y los antecedentes 
de enfermedades, pero en general, la fase mineral constituye del 60 al 70% del tejido, el agua 
del 5 al 8%, y la materia orgánica el resto (22-35%), siendo aproximadamente un 90% de ésta 
colágeno y un 5% proteínas colágenas. El componente mineral del hueso humano incluye 
varios tipos de fosfatos de calcio hidratados, siendo el más común la hidroxiapatita, de hecho, 
se calcula que un 65% de la  fracción mineral del hueso humano es hidroxiapatita.     
La hidroxiapatita (HAp) es un compuesto cristalino integrado por tres moléculas de fosfato 
de calcio y una de hidróxido de calcio: Ca10(PO4)6(OH)2 (Figura 7.13). 
 
                            
Figura 7.13. Estructura de la Hidroxiapatita 
 
La gran demanda de scaffolds para ingeniería de tejidos ha promovido el interés por la 
mineralización biomimética de hidrogeles para emplearlos como matrices para el crecimiento 
celular. El componente orgánico hace de matriz de nucleación para el mineral inorgánico, lo 
que hace pensar que el proceso de nucleación se iniciaría en la superficie de contacto entre 
ambos.89-91 En los procesos naturales las proteínas de unión al mineral son las responsables de 
modular los procesos de mineralización, evitando que se complejen los iones en solución y 
estabilizando las partículas precursoras para que no se aglomeren en la superficie de unión. En 
la actualidad se ha conseguido imitar satisfactoriamente estas propiedades del hueso en 
procesos sintéticos. En ambos casos, el camino seguido para la mineralización, o para la 
formación de tejido óseo, comienza por una disolución de los precursores de calcio y fósforo y 
su posterior recristalización.92,93 Se han diseñado múltiples estructuras tridimensionales sobre 
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las que moldear el material inorgánico. La mayoría de estas construcciones son de naturaleza 
orgánica,94-103 aunque también se pueden encontrar algunas arquitecturas cerámicas.104 Los 
nanotubos de carbono, SWCNTs y MWCNTs, hasta ahora tan sólo han sido utilizados en forma 
de films para hacer crecer hidroxiapatita sobre ellos.105,106 
7.5.1. Mineralización asistida por urea.  
De entre las distintas estrategias publicadas para llevar a cabo el proceso de 
mineralización107,108 escogimos un método de mineralización asistida por urea.109-111 Este 
proceso consiste en un tratamiento térmico, a 90 ºC, de una disolución ácida de urea, que 
también contiene las cantidades estequiométricas adecuadas de fosfatos y sales de calcio. A 
dicha temperatura la urea se descompone, principalmente en dióxido de carbono y amoniaco 
(Figura 7.14). La liberación de este último provoca un aumento gradual del pH de la disolución, 
y con esto, la precipitación de la hidroxiapatita. 
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                                    10Ca2+ + 6H2PO4− + 14OH− → Ca10(PO4)6(OH)2↓ + 12H2O 
Figura 7.14. Reacciones de descomposición térmica de la urea y formación de cristales de hidroxiapatita. 
 
En primer lugar, se realizó un estudio de la evolución de las concentraciones de calcio y 
fósforo en una disolución de hidroxiapatita (15 mg/ml, pH 2,5) y urea (2 M) al ser calentada en 
una estufa a 90 ºC. 
 
 
 
Figura 7.15. Evolución de las concentraciones relativas de calcio y fósforo (eje izquierdo) y del pH (eje 
derecho) de la solución debido a la descomposición de la urea a 90 ºC. 
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La Figura 7.15 muestra cómo el aumento de pH, causado por la aparición de iones amonio 
procedentes de la descomposición de la urea, hizo precipitar la HAp, disminuyendo así la 
concentración de calcio y fósforo en la disolución. La precipitación total sucedió 
aproximadamente tras 4 horas de tratamiento térmico, para un pH 6,5. A partir de este punto 
se observó un pequeño aumento en la fracción de fósforo en disolución. Este aumento podría 
deberse a procesos de carbonatación de la hidroxiapatita, mediante fenómenos de disolución 
parcial y recristalización del precipitado para tratamientos termales más prolongados.112 
El grado de carbonatación de la hidroxiapatita se analizó mediante espectroscopía de 
infrarrojo. En la Figura 7.16 se muestran los espectros de FTIR de los precipitados de HAp 
obtenidos tras 4 y 12 horas de tratamiento térmico. En ellos se pueden observar las bandas de 
tensión P-O típicas de los grupos fosfato de la hidroxiapatita, aproximadamente a 1040 y 1090 
cm-1 (3) junto con otra banda de menor intensidad entre 962-985 cm-1 (2). Las bandas de 
flexión O-P-O (4) aparecieron en un rango de 570-630 cm-1. La baja intensidad de las bandas 
observadas a 1420, 1460 y 880 cm-1 en ambos espectros indicó la escasa carbonatación de los 
cristales de HAp, tan sólo trazas despreciables  incluso a las 12 horas de reacción. 
 
Figura 7.16. Espectros FTIR de los precipitados de HAp obtenidos tras 4 (debajo) y 12 (encima) horas de 
tratamiento de mineralización. Las curvas están normalizadas y desplazadas en el eje Y.  
 
La morfología de los cristales de HAp se estudió mediante microscopía TEM. De esta forma 
se observó que los cristales formados tras 4 ó 12 horas de tratamiento térmico tenían el mismo 
aspecto, parecidos a flores, aunque con distintos tamaños. Mientras los cristales formados a las 
4 horas de tratamiento térmico tenían un diámetro aproximado de 2,5 µm, transcurridas 12 
horas crecieron hasta alcanzar las 3,75 µm (Figura 7.17). Esto viene a confirmar la existencia de 
fenómenos de disolución/recristalización de los cristales de HAp cuando se prolongaba la 
duración del tratamiento térmico.  
A continuación se estudió la cristalinidad de los precipitados de HAp mediante difracción 
de rayos X. El difractograma obtenido fue el típico para muestras de hidroxiapatita cristalina. 
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En la Figura 7.17 se muestra la asignación de los planos cristalográficos de los principales picos 
de difracción. 
 
                
 
Figura 7.17. Izquierda: Micrografías de TEM de los cristales de HAp obtenidos mediante un proceso de 
mineralización asistido por urea tras 4 (izquierda) y 12 (centro) horas de tratamiento térmico. Las escalas 
son 500 nm. Derecha: Difractograma de los cristales de HAp obtenidos calentando durante 4 horas a 90 ºC 
una disolución de HAp y urea. 
7.5.2. Mineralización de los scaffolds de MWCNT/CHI sumergidos en la 
disolución precursora de hidroxiapatita. 
Una vez estudiado el proceso de formación de los cristales de HAp mediante la 
descomposición térmica de la urea nos dispusimos a aplicar esta metodología para mineralizar 
los scaffolds de MWCNT(85)/CHI. En este caso, la constitución híbrida del quitosano 
proporciona grupos funcionales amino, y carbonilo muy útiles a la hora de mineralizar los 
scaffolds. 113 
Empapando los scaffolds de MWCNT/CHI con la disolución ácida de HAp y urea (HAp 15 
mg/ml, pH 2,5 y urea 2 M) y sometiéndolos al tratamiento térmico descrito anteriormente, los 
cristales de HAp quedarán adheridos a su estructura interna de MWCNTs y quitosano (ver 
sección 3.4.2). 
Con el fin de mojar completamente la estructura interna de los scaffolds el primer paso fue 
infiltrarlos a vacío con la disolución precursora de hidroxiapatita, pero la estructura 3D de los 
monolitos se desmoronó al disolverse el quitosano que la sostenía, ya que el quitosano es 
soluble en disoluciones acuosas ácidas. Por este motivo, se optó por reforzar la estructura del 
scaffold antes de someterlo a las condiciones de mineralización.  
7.5.2.1. Reforzamiento de la estructura de los scaffolds. 
La modificación química del quitosano se puede llevar a cabo fácilmente utilizando 
moléculas que se unan covalentemente a sus grupos hidroxilo y/o amino. Se aprovechó esta 
cualidad del quitosano para entrecruzar las cadenas lineales del polímero con glutaraldehido 
10 20 30 40 50 60
0
200
400
600
1
0
2 3
1
2
4
0
2
4
1
0
3
2
1
2
0
3
1
1
3
3
1
13
0
1
1
1
1 0
0
4
2
1
3
2
2
2
3
1
0
2
0
2
3
0
0
1
1
2
2
1
1
2
1
0
0
0
2
1
0
0
 
 
In
te
n
s
id
a
d
 (
u
.a
.)
2 (º)
                                                        Capítulo 7. Scaffolds de MWCNT/CHI en Ingeniería de Tejidos.    
 
141 
(GA) mediante la formación de bases de Schiff114  a través de reacciones de adición nucleófila. 
(Figura 7.18). 
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Figura 7.18. Entrecruzamiento de las cadenas de quitosano con glutaraldehido 
 
El nivel de entrecruzamiento se puede controlar jugando con la concentración del agente 
entrecruzante y el tiempo de reacción.114 Tras 24 horas de exposición de los scaffolds 
MWCNT/CHI a vapores de GA a temperatura ambiente se obtuvieron monolitos estables bajo 
las condiciones experimentales de mineralización. Estos monolitos reforzados se dejaron airear 
durante al menos 24 horas antes de ser sometidos al proceso de mineralización para eliminar 
así todo el glutaraldehido que no hubiera reaccionado. 
7.5.2.2. Mineralización de los scaffolds entrecruzados con glutaraldehido. 
Los scaffolds entrecruzados con GA soportaron sin problemas el proceso 
de infiltración en la disolución ácida de HAp y urea, así que una vez 
empapados se calentaron durante 4 horas en una estufa a 90 ºC sumergidos 
en dicha disolución para provocar la precipitación de la hidroxiapatita.67-69  
La morfología de los scaffolds mineralizados se estudió mediante 
microscopía SEM. Estos scaffolds tenían que ser criofracturados para poder 
observar los resultados del proceso de mineralización en el interior de su estructura 3D. En la 
Figura 7.19 se muestran algunas de las micrografías tomadas de secciones perpendiculares a la 
dirección de los canales de estos monolitos mineralizados. Las imágenes 7.19. b y c muestran 
una distribución homogénea de cristales de HAp a lo largo de la estructura de MWCNTs 
interconectados. En este mismo equipo se llevaron a cabo microanálisis de espectroscopía de 
energía dispersiva de rayos X (XEDS) de estas muestras. Estos análisis revelaron una relación 
atómica Ca/P de 1,6 (7,74% Ca; 12,90% P), de acuerdo con los valores esperados para la 
hidroxiapatita.  
No hubo ningún problema de descamado de dominios minerales al fracturar las muestras, lo 
cual apunta a una buena adhesión interfacial de la HAp a las paredes de los scaffolds, además de 
la buena integración de los cristales en la macroestructura. 
              Estructuras tridimensionales de MWCNTs con aplicaciones en Biomedicina y en Bioingeniería. 142 
20 30 40 50 60
0
400
800
1200
1600
0
0
4
0
0
42
2
2
3
1
0
2
1
3
2
0
2
3
0
0
1
1
2
0
0
2
2
1
1
0
0
2
 
 
In
te
n
si
d
ad
 (
u
.a
.)
2 (º)
Comparando las micrografías de SEM en la Figura 7.19 a y b tomadas a la misma 
magnificación antes y después de la mineralización del scaffold se detecta un ligero 
encogimiento de la estructura, reduciéndose el tamaño de los microcanales aproximadamente 
un 10%, hecho que pudiera ser debido al proceso de entrecruzamiento de las cadenas de 
quitosano con glutaraldehído. 
 
     
 
                           
                
Figura 7.19. Arriba: Esquema del proceso criogénico de formación de los scaffolds de MWCNT/CHI 
seguido de su reforzamiento con vapores de GA y posterior mineralización con HAp. Abajo: Micrografías 
de SEM de secciones transversales de un monolito antes (a) y después de mineralizar con HAp (b y c).  
 
La  morfología de los cristales de HAp se observó más detalladamente mediante microscopía 
de transmisión electrónica (TEM). En la Figura 7.20 se muestra una micrografía la los cristales 
de HAp adheridos a los nanotubos de carbono.  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.20. Izquierda; Micrografía TEM que muestran en detalle los cristales de HAp formados mediante 
el proceso mineralización asistida por urea en un scaffold de MWCNT. Derecha: difactograma de un 
scaffold de MWCNT/CHI mineralizado con HAp. Los picos de difracción de la HAp y los MWCNT están 
marcados en azul y rosa, respectivamente.  
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Estos cristales parecían estar formados por láminas de HAp agregadas en forma esférica, con 
un tamaño de aproximadamente 1,0-1,2 µm. Un hecho a destacar es la disminución del tamaño 
de estos agregados cristalinos respecto al de los obtenidos anteriormente cuando la HAp 
precipitaba en ausencia de los scaffolds. Esta disminución del tamaño de los cristales es 
característica en mineralizaciones realizadas sobre soportes de 2 ó 3 dimensiones.101 El aspecto 
de los agregados obtenidos en la mineralización de los scaffolds es el típico para apatitas 
cristalinas crecidas sobre sustratos poliméricos y cristales bioactivos mediante procesos de 
mineralización con soluciones que simulan fluidos corporales.115  
La naturaleza cristalina de los agregados de fosfato de calcio se comprobó mediante un XRD 
del polvo obtenido moliendo un scaffold de MWCNT/CHI mineralizado. El espectro mostró los 
picos de difracción característicos de acuerdo con el patrón dado para apatitas cristalinas. En la 
Figura 7.20. se puede ver la asignación de estos picos (en azul), junto con los picos más 
característicos para  nanotubos de carbono (en rosa) a 26,5º y 54,3º.    
7.5.2.3. Influencia de la concentración de hidroxiapatita en la disolución precursora. 
Con el fin de conseguir un mayor recubrimiento de la estructura de los scaffolds con 
cristales de HAp se realizaron nuevos experimentos de mineralización empleando una 
disolución saturada en HAp. Sin embargo, lo que se obtuvo de esta forma fue un incremento 
del tamaño de los cristales, y no de la cantidad de agregados de HAp (Figura 7.21). Pensando en 
la posible utilidad de estos scaffolds mineralizados en procesos de regeneración de tejido óseo 
este hecho no es conveniente, ya que ralentizaría los procesos de disolución y re-cristalización 
de la HAp. Además, los scaffolds mineralizados empleando esta disolución saturada 
presentaron una distribución más irregular de los cristales a lo largo de su estructura interna, 
por lo se decidió seguir trabajando con la disolución de HAp empleada inicialmente, de 15 
mg/ml. 
 
Figura 7.21. Micrografías SEM de 
secciones internas de scaffolds 
mineralizados empleando dos  
disoluciones de HAp y urea con 
distinta concentración de HAp: 
una saturada (izquierda) y otra 
con 15 mg/ml (derecha). 
 
7.5.2.4. Influencia de la duración del tratamiento térmico de mineralización. 
A continuación se estudió el efecto de la duración del tratamiento térmico en la 
mineralización de los scaffolds. De esta forma se descubrió que cuando el tratamiento térmico 
se prolongaba durante 8 ó 12 horas, la distribución de los cristales de HAp en la estructura 
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interna de los scaffolds mostraba una heterogeneidad radial. Además, este hecho sucedía 
independientemente de la forma macroscópica de los monolitos.  
En la Figura 7.22 se muestran micrografías de SEM de secciones transversales de dos 
scaffolds con diferente morfología externa tras ser sometidos a un proceso de mineralización 
prolongado durante 12 horas. En ellas se puede ver cómo se define una línea de color claro que 
corre paralela a los bordes de los monolitos, imitando su contornos, y dividiéndolos en tres 
zonas. 
 
   
 
Figura 7.22. Micrografías SEM de scaffolds de MWCNT/CHI, con formas cilíndricas (a y b) y cúbica (c), 
mineralizados con HAp durante 4 (a) y 12 horas (b y c). La flecha señala la zona más clara del monolito, 
donde la HAp se concentra. 
 
Analizando la estructura interna de estas muestras se observó que lo que diferenciaba a 
estas tres zonas era su contenido en hidroxiapatita, el cual variaba de forma radial al ir 
alejándose del centro del scaffold.  
A continuación se llevó a cabo un análisis más detallado de la distribución de los cristales de 
HAp en las distintas zonas del scaffold cilíndrico. En la Figura 7.23. se muestra un esquema de 
la división del scaffold en las distintas zonas junto con varias micrografías de SEM tomadas de 
secciones internas de estos scaffolds. 
La sección más interna del scaffold, zona 1 (Figura 7.23.a), muestra una distribución radial 
de los cristales de HAp, aumentando su concentración al ir alejándose del centro hasta la 
frontera con el anillo blanquecino. Este anillo (zona 2) le debe su color a la gran cantidad de 
agregados de HAp presentes en su estructura (Figura 7.23.d-e), llegando a alcanzar 5 µm de 
tamaño (Figura 7.23.f). De aquí al borde del scaffold se extiende la tercera zona, casi carente de 
HAp (zona 3, Figura 7.23.b).  Por último, cabe indicar la presencia de agregados cristalinos de 
mayor tamaño, alrededor de 25 µm, que se encontraron sobre la superficie externa del 
monolito (Figura 7.23.c). 
La fuerza impulsora de la distribución radial de  hidroxiapatita a lo largo del scaffold es el 
crecimiento de estos grandes agregados sobre su superficie. Se trata de un típico proceso de 
maduración de Ostwald,116-118 donde los cristales grandes, termodinámicamente más estables, 
crecen a expensas de los más pequeños mediante fenómenos de disolución y 
recristalización.119,120 Este hecho genera un gradiente de concentración de HAp en dirección 
c 
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radial. En este caso, dado que el consumo de calcio y fósforo por estos cristales exteriores 
supera la velocidad de difusión desde el interior del scaffold, se crea una zona donde todo el 
calcio y fósforo se han consumido. Esta discontinuidad hace que no haya más aporte de 
minerales desde el interior hacia el exterior del scaffold. La heterogeneidad radial hace que la 
HAp que hay dentro del scaffold se concentre en el anillo, donde se forman gran cantidad de 
cristales con un tamaño de hasta 5 µm, que le dan ese aspecto blanquecino. Estos cristales han 
crecido a costa de la HAp procedente del interior del scaffold, pero en este caso no llegan a 
alcanzar el tamaño de los cristales formados sobre la superficie, ya que su crecimiento se ve 
limitado por la estructura 3D de MWCNTs. 
 
                                                     
                                                     
                                                     
 
Figura 7.23. Columna izquierda; Micrografías de SEM de un corte transversal de un scaffold cilíndrico de 
MWCNT/CHI mineralizado con HAp durante 12 horas a distintas distancias radiales; (a) la zona interior, 
(b) la zona entre el anillo y el borde y (c) la cara exterior del monolito. Centro; esquema del gradiente de 
concentración de HAp en una sección transversal de un scaffold tras un proceso de mineralización 
prolongado. Columna derecha; Micrografías de SEM de secciones transversales de scaffolds de 
MWCNT/CHI mineralizados durante (d) 8 y (e) 12 horas a la distancia radial con mayor concentración de 
HAp. La micrografía de SEM (f) muestra en detalle los agregados cristalinos de HAp que crecen en la zona 
del anillo. 
8h 
12h 
12h 
12h 
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7.5.3. Mineralización del scaffold fuera de la disolución precursora de 
hidroxiapatita. 
 Con el fin de conseguir una mineralización homogénea del scaffold incluso 
para tiempos mayores de tratamiento térmico se hicieron algunas 
modificaciones en el protocolo de mineralización anteriormente descrito. La 
diferencia estaba en la situación de los scaffolds durante el tratamiento térmico 
de mineralización. 
En este caso, tras infiltrar los scaffolds entrecruzados con GA con la disolución de HAp y 
urea se sacaban de la disolución y se colocaban de tal forma que durante el tratamiento térmico 
estuvieran rodeados de una atmósfera saturada con vapores de amonio procedentes de la 
descomposición de la urea, pero sin estar sumergidos en dicha disolución. De esta forma se 
evita la formación de cristales grandes en la superficie externa de los scaffolds (Figura 7.23.c).  
En ausencia de estos grandes cristales, la distribución de la HAp a través de la estructura 
interna de los scaffolds  fue homogénea incluso para tratamientos de mineralización de 8 y 12 
horas. Este resultado confirma el mecanismo descrito anteriormente como responsable de la 
distribución radial de la HAp. 
Los precipitados de hidroxiapatita obtenidos en estas condiciones fueron similares a 
aquellos que se conseguían mineralizando con el scaffold sumergido en la solución para 
tiempos cortos de reacción (4 horas). Este parecido residía tanto en la forma, con aspecto de 
flores, como en el tamaño de los cristales, alrededor de 1 µm de diámetro (Figura 7.24.) 
 
       
 
Figura 7.24. Micrografías de SEM (izquierda y centro) de secciones transversales de scaffolds de 
MWCNT/CHI mineralizados durante 4 horas fuera de la solución de HAp y micrografía TEM (derecha) 
de uno de los agregados de HAp obtenidos de esta manera junto a un MWCNT. 
 
Con el fin de comprobar la naturaleza cristalina de los agregados precipitados mediante esta 
variante del método de mineralización se realizó un análisis de difracción de electrones en área 
selecta (SAED) (Figura 7.25) que mostró el patrón de anillos punteados característico para 
muestras de hidroxiapatita policristalina, en particular, para agregados de láminas finas que se 
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alargan en la dirección c.121 No se consiguió ver el espaciado de 0,810 nm para los planos (110) 
de la HAp, debido a la gran intensidad de fondo que hay cerca del punto central, lo cual ocurre 
normalmente para HAp policristalina. De hecho, el punto más cercano al centro que aparece 
en este patrón de SAED pertenece a los planos (101) y aparece a una distancia d101= 0,532 nm.  
La asignación de planos cristalográficos al resto de reflexiones fuertes del patrón SAED se 
muestra en una tabla resumen en la Figura 7.25. 
 
 
 
Figura 7.25. Izquierda: Patrón SAED de las láminas cristalinas de HAp policristalina aglomerados en 
forma de flor y crecidos dentro de la estructura tridimensional de un scaffold de MWCNT/CHI. Derecha. 
Asignación de planos cristalográficos a las distancias encontradas en el patrón SAED. 
7.5.4. Ensayos in vitro de viabilidad y diferenciación celular de los scaffolds 
MWCNT/CHI mineralizados con hidroxiapatita. 
Con el fin de evaluar la posible utilidad de estos monolitos mineralizados con HAp como 
soportes para la regeneración de tejido óseo,  se cultivó alguno de estos scaffolds y se llevaron a 
cabo diversos ensayos biológicos in vitro de viabilidad y proliferación celular sobre ellos, como 
ya se hiciera anteriormente para los scaffolds de MWCNT/CHI originales. 
7.5.4.1. Ensayos de citotoxicidad. 
En primer lugar se estudió la biocompatibilidad de estos scaffolds tras ser sometidos al 
proceso de mineralización. Con este propósito se realizaron cultivos celulares (sembrando 
proteoblastos de la línea C2C12) sobre scaffolds entrecruzados con vapores de GA y sobre 
scaffolds reforzados y posteriormente mineralizados con HAp (mediante un tratamiento 
térmico de 4 horas a 90 ºC sumergidos en la disolución de HAp y urea). La proliferación y 
viabilidad de estos cultivos se estudió mediante ensayos MTT. Como ya se comentara 
anteriormente, los ensayos MTT proporcionan una medida de la biocompatibilidad de los 
scaffolds en términos de actividad metabólica mitocondrial de las células cultivadas sobre ellos 
D(mm) d(nm) (hkl) 2(º) 
7,5 0,532 (101) 16,8 
11,5 0,347  (002) 25,8 
12,5 0,319  (210) 29 
14,0 0,284  (211) 31,8 
15,2 0,262  (202) 34,1 
17,5 0,228  (310) 39,9 
20,5 0,194  (222) 46,6 
21,5 0,185  (213) 49,2 
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(Ver secciónes 3.5.1.2 y 7.2.4). En la Figura 7.26 se muestran los resultados obtenidos mediante 
estos ensayos. 
 
 
 
Figura 7.26. Gráfico de barras mostrando los resultados de los ensayos de citotoxicidad MTT realizados 
con células C2C12 sembradas en la superficie de scaffolds MWCNT/CHI (originales, tratados con GA, y 
mineralizados con HAp después del tratamiento con GA) y cultivadas durante 4 días. Las pruebas se 
llevaron a cabo utilizando fragmentos cilíndricos de scaffolds de 10 mm de diámetro y 2 mm de grosor.  
 
Los cultivos realizados sobre scaffolds mineralizados con HAp registraron valores de 
viabilidad celular en el mismo rango que los obtenidos anteriormente para los cultivos 
realizados sobre los scaffolds originales de MWCNT/CHI. Este resultado es importante, ya que 
de esta forma se recupera la pérdida de biocompatibilidad mostrada por los scaffolds reforzados 
con GA, debido a la toxicidad del agente entrecruzante. En cualquier caso, el GA podría ser 
reemplazado por otro agente entrecruzante más biocompatible, por ejemplo genipina122 o 
HMDI,123 pero el hecho de haber empleado GA para reforzar nuestros scaffolds realza la 
biocompatibilidad proporcionada por los cristales de HAp. 
7.5.4.2. Ensayos de diferenciación celular. 
El siguiente objetivo fue la adsorción de la proteína recombinante humana rhBMP-2 sobre 
los scaffolds mineralizados con HAp con el fin de comprobar si ésta conservaba su actividad y 
era capaz de diferenciar las células pluripotenciales C2C12 sembradas sobre el scaffold 
mineralizado hacia el linaje osteoblástico.80  
La actividad de esta proteína osteoinductora se estudió monitorizando la actividad del 
enzima fosfatasa alcalina, enzima relacionado con procesos de calcificación, tal y como se 
describe en la sección 7.3.1. 
En la Figura 7.27 se muestran los resultados obtenidos en estos ensayos in vitro de 
diferenciación celular para los cultivos realizados sobre los scaffolds mineralizados sobre los 
que se había adsorbido la proteína rhBMP-2, resultados que fueron muy similares a los valores 
obtenidos anteriormente para los scaffolds no mineralizados, en los que la proteína también 
había sido adsorbida en su estructura. 
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Figura 7.27. Gráfico de barras mostrando la actividad del enzima fosfatasa alcalina de células C2C12 
sembradas en la superficie de un scaffold de MWCNT/CHI y MWCNT/CHI-HAp con la proteína rhBMP-
2 adsorbida previamente sobre ellos, y cultivadas durante 4 días. También se muestran los controles 
negativos, midiendo la actividad alcalina fosfatasa de células sembradas y cultivadas de igual manera, pero 
sobre los  scaffolds originales, sin rhBMP-2 adsorbida. 
 
A la vista de los resultados obtenidos hasta ahora en los ensayos in vitro de viabilidad y 
diferenciación celular, el siguiente objetivo será estudiar el comportamiento de estos scaffolds 
mineralizados con HAp en un modelo experimental in vivo. De este modo se podría obtener 
información sobre la contribución de la presencia de HAp en los scaffolds en los procesos de 
regeneración ósea.  
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8.1. INTRODUCCIÓN. 
8.1.1. Pilas de combustible. 
En búsqueda de una fuente de energía limpia, las pilas de combustible son una de las 
opciones que más interés presentan, dada su capacidad para convertir energía química en 
eléctrica con alta eficacia y baja emisión de agentes contaminantes. 
Las pilas de combustible son una de las tecnologías de conversión en energía eléctrica más 
antiguas que se conocen. La primera celda de combustible fue desarrollada por un científico 
Galés, Sir William Grove en 1943. Pero la abundancia de fuentes de energía primarias baratas 
en aquellas épocas retrasó su desarrollo hasta mucho después. 
Una pila de combustible consiste en un ánodo en el que se inyecta el combustible 
(comúnmente hidrógeno) y un cátodo en el que se introduce un oxidante (normalmente aire u 
oxígeno). Los dos electrodos están separados por un electrolito iónico conductor, y generan 
energía eléctrica por oxidación electroquímica del combustible, y reducción del oxidante. 
Entonces la energía química almacenada en el enlace σ de la molécula de H2 se transforma en 
energía eléctrica y vapor de agua. Es preciso destacar que, a diferencia de las pilas eléctricas o 
baterías, en estas pilas la producción de energía no se agota, sino que funcionan mientras que el 
combustible y el oxidante le sean suministrados.  
En la actualidad se están desarrollando básicamente seis modelos de pilas de combustible. 
Por un lado están las alcalinas, las electrolíticas de membrana polimérica, las de metanol y las 
de ácido fosfórico, que funcionan a temperaturas relativamente bajas (70-200ºC) utilizando 
hidrógeno como combustible, y por otro, las de carbonato fundido y las de óxido sólido, que 
trabajan a altas temperaturas (500-1000ºC) y pueden utilizar como combustible tanto 
hidrógeno como monóxido de carbono.1 
Una alternativa muy interesante son las pilas de combustible biológico. La conexión entre 
la biología y la electricidad se conoce desde los experimentos de Galvani, en 1780, en los que 
observó que aplicando una pequeña corriente eléctrica a la médula espinal de una rana, se 
producían grandes contracciones musculares en los miembros de la misma. Pero no fue hasta 
1910 cuando un profesor de botánica, M.C.Potter, observó la producción de electricidad por un 
cultivo bacteriano de E. coli. 
La idea básica de estas pilas es transformar energía química en eléctrica mediante reacciones 
electroquímicas implicadas en rutas bioquímicas. Como biocatalizadores se pueden utilizar 
enzimas aislados y purificados, que actúan como biocatalizadores específicos (EFC, del inglés 
enzimatic fuel cell),2 o bien microorganismos vivos que aporten las rutas enzimáticas completas 
de su metabolismo.3 Este último caso es el de las pilas de combustible microbiana (MFC, del 
inglés microbial fuel cell).  
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8.1.2. Pilas de combustible microbianas. 
En la Figura 8.1 se muestra un esquema del funcionamiento de una pila de combustible 
microbiana. En el ánodo los microorganismos transforman la materia orgánica. Los electrones 
generados metabólicamente son transferidos al electrodo y, a través de un circuito externo, que 
suele incluir una resistencia u otro dispositivo eléctrico, fluyen hacia el cátodo, donde reducen 
el oxígeno a agua.4,5 El compartimento del ánodo normalmente se mantiene en condiciones 
anaeróbicas, y el cátodo en soluciones aeróbicas o expuesto al aire. Ambos compartimentos 
suelen estar separados por una membrana semipermeable que restringe la difusión de oxígeno 
desde cátodo al ánodo, mientras permite el transporte de protones liberados en el metabolismo 
de la materia orgánica desde el ánodo hacia el cátodo. De este modo las bacterias actúan como 
micro-reactores, que requieren las condiciones apropiadas para lograr la actividad óptima de 
sus enzimas.  
El motivo de mantener los microorganismos en condiciones anaeróbicas es que el O2 puede 
actuar como aceptor final de electrones, compitiendo con el ánodo y disminuyendo el 
rendimiento de la pila. Aunque respecto a este punto hay que señalar que existen algunos 
microorganismos capaces de transferir los electrones al ánodo en presencia de oxígeno, como 
las bacterias del género Acidiphilium sp. procedentes del Rio Tinto. 
 
                                             
 
Figura 8.1. Esquema de una pila de combustible microbiana. Consiste en un cátodo y un ánodo separados 
por una membrana polimérica de intercambio de protones, PEM (proton exchange membrane). La 
bacteria metaboliza un sustrato y transfiere al ánodo los electrones generados mientras que los protones 
pasan al cátodo a través de la membrana. 
 
La principal aplicación reservada para las pilas de combustible microbiana es como sistemas 
de para biorremediación, generando electricidad a partir de carbohidratos y otras sustancias 
orgánicas presentes en aguas residuales.6,7 De este modo proporcionarían una fuente de energía 
barata y respetuosa con el medio ambiente.8,9 Sin embargo, la eficiencia de estas pilas es aún 
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baja, sobre todo debido a la dificultad en la transferencia de electrones desde las bacterias al 
ánodo.10,11 
8.1.3. Mecanismos de transferencia de electrones en las MFCs. 
Una de las claves para lograr el éxito de estas pilas es encontrar una conexión eficaz entre la 
actividad microbiana y el electrodo. En este sentido, se han propuesto diversos mecanismos 
que medien la transferencia de electrones desde los microorganismos al ánodo: 
 
Mediante metabolitos secundarios. La transferencia de 
electrones se puede realizar de forma indirecta, empleando 
electrodos electrocatalíticamente activos mediante la 
inclusión de catalizadores, como el Pt, que completen la 
oxidación de los productos de metabolismo fermentativo de 
las bacterias, principalmente H2 (Figura 8.2).12 Sin embargo, 
los productos del metabolismo microbiano, y de las 
reacciones catalíticas pueden provocar el envenenamiento de 
los catalizadores, disminuyendo con esto su rendimiento.                    Figura 8.2. Transferencia  
                                                                                                                   mediada por metabolitos 2ºs   
 
Transferencia directa. Hay algunas bacterias reductoras de 
metales como Rhodofeferax ferrireducens, Geobacter 
sulfureducens, Geobacter metallireducens, Geobacter 
psychrophilus, o Desulfuromonas acetoxidans, que poseen en 
su membrana exterior proteínas redox especiales, tipo 
citocromos, 13 que pueden transferir los electrones directamente 
al electrodo (Figura 8.3). También se ha propuesto la presencia 
de pilus, en su membrana exterior que actúan como 
conductores eléctricos mediando la trasferencia directa  de                  Figura 8.3. Transferencia 
electrones al ánodo.14, 15                                                                             directa de e- al anodo 
 
Empleando mediadores redox artificiales. Estos mediadores se disuelven en el medio y 
actúan como lanzaderas de electrones capaces de atravesar las membranas celulares, aceptar los 
electrones de uno o más transportadores de la cadena de electrones, salir de la célula en su 
forma reducida y difundir hacia el electrodo, donde se oxidan cediendo los electrones (Figura 
8.4). Los mediadores más comúnmente utilizados son tioninas, bencil viológeno, 2,6-
diclorofenol, indofenol, 2-hidroxi-1,4-naftoquinona y varias fenazinas, fenotiazinas, 
fenoxoazinas, quelatos de hierro, azul de metileno y rojo neutro.16 Aunque este mecanismo 
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conlleva algunos inconvenientes, como la posible toxicidad de algunos de estos mediadores, la 
oxidación incompleta de los sustratos por los microorganismos en el caso de que los mediadores 
capten los electrones desde productos intermedios de las rutas metabólicas, o la necesidad de 
reponer continuamente estos mediadores en sistemas de flujo abiertos. 
Para resolver este último problema se han inmovilizado los mediadores directamente en el 
electrodo mediante métodos químicos. Pero de este modo podría disminuir la velocidad de la 
transferencia de electrones entre las bacterias y el electrodo, debido a la escasa movilidad, o 
permeabilidad de los mediadores a través de la membrana celular.17 
 
Empleando microorganismos que producen sus propios mediadores endógenos. Algunas 
especies como Shewanella oneidensis, Shewanella putriefaciens,18-21 Geothrix ferementans22 o 
algunas Pseudomonas23,24 generan sus propios mediadores a través de los cuales transfieren los 
electrones generados metabólicamente al electrodo. Por ejemplo, la especie Pseudomonas 
aeruginosa produce fenazinas como lanzaderas de electrones en un medio alimentado con 
glucosa. Algunas especies como Lactobacillus y Enterococcus también podrían liberar 
compuestos electroquímicamente activos en función de las condiciones, lo que podría ser una 
estrategia de adaptación, ya que esto significa que conservan los sistemas necesarios para 
producirlos.25 En esta línea, recientemente se ha descrito la transferencia de electrones 
procedentes de la oxidación de glucosa por E. coli en ausencia de mediadores artificiales. Los 
autores de este trabajo sugirieron que durante su metabolismo, las bacterias E. coli excretaban 
al medio algún compuesto soluble responsable de la transferencia de electrones.26 
 
 
 
       Mediador oxidado 
        Mediador reducido 
 
 
 
Figura 8.4. Transferencia de electrones a través de mediadores solubles.                                      
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8.1.4. Transferencia de electrones en pilas catalizadas por E. coli. 
Trabajar con E. coli  supone algunas grandes ventajas, como su rápida disponibilidad y la 
facilidad de su cultivo. Habitualmente se ha estudiado su empleo en pilas de combustible 
microbianas en combinación con algún mediador artificial, como rojo neutro o iones de Mn4+, 
o empleando electrodos modificados con algún catalizador, como el Pt, que oxide el H2 
generado en la fermentación anaeróbica de la glucosa. Pero, como acabamos de comentar, 
recientemente Zhang et al publicaron un trabajo en el que describían la transferencia de 
electrones desde una cepa de E. coli al electrodo en ausencia de mediadores exógenos ni 
catalizadores.26 En este trabajo sometieron un cultivo de E. coli a un potencial eléctrico (< 0,05 
V) y a continuación recultivaron estas bacterias, repitiendo este procedimiento varias  veces. 
Las bacterias tratadas de este modo se “activaban”, y eran capaces de producir y mantener 
mayores diferencias de potencial que las bacterias originales en la pila de combustible.  
En un trabajo posterior, el mismo grupo estudió el mecanismo de la transferencia de 
electrones entre estas bacterias electro-activadas y el ánodo, y observó que recubriendo el 
ánodo con filtros con tamaños de poro menor que el tamaño de E. coli, el potencial de la celda 
apenas disminuyó. Esto, indicó que la transferencia de electrones estaba mediada por algún 
compuesto soluble secretado por las bacterias, que podía atravesar estos filtros.27 
Por esas mismas fechas Wang et al. publicaron un trabajo en el que mostró cómo 
permeabilizando las membranas de E. coli mediante un tratamiento con EDTA, aumentaba la 
corriente de oxidación catalítica generada en el ánodo, lo que evidenciaba la existencia y la 
movilidad de los compuestos redox generados por E. coli. Además estos autores sugirieron que 
este compuesto mediaba la transferencia de electrones desde el cofactor NADH (dinucleótido 
de nicotinamida adenina).28 De acuerdo con esto, Quiao et al propusieron el siguiente 
mecanismo para el flujo de electrones de las bacterias al ánodo: 
 
 
 
 
En la cadena de electrones las quinonas aceptan electrones de transportadores como el 
cofactor NADH. En ausencia de otros compuestos a los que ceder los electrones, como sucede 
en un medio de tampón fosfato, las hidroquinonas acumuladas se liberan y ceden los electrones 
al electrodo.29 
En cambio, en un trabajo posterior de estos autores, propusieron la posible transferencia de 
electrones a través de la formación de pilus en estas bacterias.30 Pero, tan sólo observaron la 
aparición de estos pilus en las bacterias que estaban formando un biofilm sobre la superficie del 
electrodo (Figura 8.5), y no en las bacterias suspendidas es el medio. También hay que señalar 
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la elevada conversión de energía que obtuvieron en este trabajo (casi 800 mW/m2) empleando 
un composite poroso de dióxido de titanio y polianilina (PANI) como ánodo.  
 
                                
 
Figure 8.5.30 Izquierda: Micrografías de SEM de la colonia de E. coli adheridas al electrodo de TiO2/PANI 
Derecha: Curva de carga-descarga obtenida en la MFC con este ánodo. Datos tomados de la referencia 30. 
 
En consonancia con este resultado, en un trabajo publicado en la revista Nature 
Biotechnology se justifica la mayor eficacia obtenida en una MFC en base a la transferencia de 
energía cuando las células se disponen formando un biofilm sobre el electrodo.31 En general, se 
ha conseguido una elevada conversión de energía en una MFC cuando el medio de crecimiento 
bacteriano se encontraba en contacto directo con la superficie del electrodo. 
En consecuencia, las características que se buscan en un electrodo para mejorar el 
rendimiento de una pila de combustible microbiano son una amplia superficie de contacto con 
el cultivo y una composición que ayude a mantener la actividad de las bacterias.  
Tanto el material con el que se haya construido el ánodo como su estructura van a influir 
directamente en la adhesión bacteriana, en la transferencia de electrones y en la oxidación de 
los sustratos. Por lo tanto, la elección del material más adecuado para el electrodo también va a 
ser decisiva si se pretende mejorar el rendimiento de estas pilas. Hasta ahora se han utilizado 
mayoritariamente materiales de carbono, como telas o papel, debido a su estabilidad en el 
medio de crecimiento bacteriano, su alta conductividad y su gran área superficial específica.32 
En este sentido, los nanotubos de carbono resultan un material muy atractivo para construir 
electrodos, gracias a su estructura, su alta conductividad, sus propiedades mecánicas y su 
elevada relación superficie/volumen. Ya se han empleado CNTs como biosensores 
electroquímicos, con enzimas, proteínas33 o con nanopartículas de platino34 inmovilizadas sobre 
ellos y, últimamente, también se han preparado algunos composites de nanotubos como ánodos 
en MFCs.32,35,36  
Quiao et al estudiaron la respuesta de varios composites nanoestructurados con distintos 
porcentajes de CNTs recubiertos con polianilina. En este caso utilizaron un inóculo bacteriano 
de E. coli, glucosa como fuente de combustible y una hidroquinona como mediador exógeno de 
electrones. De este modo se obtuvo una densidad de potencia de 42 mW/m2, el cual superaba 
los valores obtenidos empleando un electrodo de polianilina sin dopar con CNTs.35 
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En cambio, el prototipo de MFC diseñado por Zou et al. en el que utilizaron un composite 
de CNTs y polipirrol como ánodo, alcanzó una potencia de 228 mW/m2. En este prototipo 
también se utilizó una cepa de E. coli como inóculo bacteriano, y glucosa como fuente de 
energía, pero en ausencia de mediadores exógenos de electrones.32 
Recientemente, Sharma et al. 36 compararon la eficiencia de una MFC basada en E. coli 
empleando un electrodo de grafito y distintos electrodos catalíticamente activos de CNTs 
decorados con nanopartículas de Pt, o de Pt-Ru o Pt-Sn. En este prototipo de MFC probaron 
dos mediadores artificiales: azul de metileno y rojo neutro, que demostró ser el mejor de los 
dos. Mientras que utilizando el ánodo de grafito obtuvieron una potencia máxima de 386 
mW/m2, empleando los electrodos de CNTs decorados alcanzaron potencias de alrededor de los 
2 W/m2, muy elevado para una MFC. 
Como ya se ha comentado con anterioridad en esta memoria, un problema al que se 
enfrenta el desarrollo de dispositivos basados en nanotubos de carbono para aplicaciones 
biológicas, es la controversia acerca de su citotoxicidad. Así, se han realizado diversos estudios 
sobre la citotoxicidad de los CNTs respecto al crecimiento bacteriano, unos mostrando cierta 
citotoxicidad37,38 y otros, nula.39 En cualquier caso, existen diversos trabajos32,35,36,40,41 que 
demuestran el potencial del empleo de los CNTs como ánodos en MFCs. 
 
Como ya se ha visto a lo largo de esta memoria, la metodología ISISA nos permite construir 
estructuras 3D macroporosas de MWCNTs. En cualquier aplicación catalítica, la tendencia 
general es a buscar un aumento de la superficie interna reactiva a través de la nanoestructura. 
El otro aspecto a controlar es que toda esta área sea accesible, facilitando el transporte 
molecular mediante vías proporcionadas por la macroestructura. Una combinación de ambos 
factores podría mejorar el rendimiento de las pilas de combustible.42 Atendiendo a estos 
hechos, la colonización bacteriana de estos scaffolds proporciona una gran superficie de 
contacto entre el cultivo y el andamiaje de MWCNTs, mientras que su diseño regular de 
microcanales alineados facilita el transporte de materia, tanto de bacterias como de nutrientes 
y combustible. Además, esta estructura porosa de canales interconectados a través de los 
scaffolds de MWCNT/CHI abre la posibilidad de emplearlos como electrodos en pilas de 
combustible microbiano en flujo. 
Con el propósito de valorar el posible uso de los scaffolds de MWCNT/CHI como electrodos 
3D en una pila de combustible microbiana se realizaron dos estudios previos. En primer lugar 
se comprobó el comportamiento de estos monolitos como ánodos en otro tipo de pilas de 
combustible, como son las de metanol, en las que recientemente se ha estado explorando el uso 
de electrodos de CNTs de 2D. A continuación se estudió el crecimiento y proliferación 
bacteriana en el interior de estas estructuras tridimensionales.  
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8.2. SCAFFOLDS  DE Pt-MWCNT/CHI COMO ÁNODOS EN PILAS DE 
METANOL. 
Este trabajo se realizó con la colaboración del Dr. Ricardo Jimenez del Departamento de 
Materiales Ferroeléctricos y el Dr. J. Manuel Amarilla del Departamento de Sólidos Iónicos, 
ambos pertenecientes al Instituto de Ciencia de Materiales de Madrid (ICMM-CSIC). 
8.2.1. Conductividad de los scaffolds de MWCNT/CHI 
Dos de las principales características que debe mostrar un electrodo son buena 
conductividad y elevada área superficial. La estructura de canales de los scaffolds de 
MWCNT/CHI proporciona una gran área superficial interna, por lo que restaba comprobar su 
conductividad. Usando el método clásico de cuatro puntas, se midió la conductividad a través 
de varios scaffolds de MWCNT/CHI con distinto contenido en MWCNTs: 66, 80, 85 y 89 %. 
Los valores obtenidos se muestran en la tabla incluida en la Figura 8.6. 
 
       
  
 
 
 
 
 
 
Figura 8.6. Arriba: Fotografía del sistema de toma de medidas de conductividad (izquierda) y micrografías 
de cortes transversal (centro) y longitudinal (derecha) de un scaffold MWCNT(89)/CHI. Abajo: Tabla con 
los valores de gravedad específica y conductividad obtenidos para diversos scaffolds construidos con 
distintas proporciones de MWCNTs y quitosano. 
 
La conductividad de estas construcciones aumentó con el contenido en nanotubos, y a pesar 
de su baja gravedad específica, alcanzó los 2,5 S·cm-1 para los scaffolds con mayor contenido en 
MWCNTs (89%) (Figura 8.2.). Este valor es equivalente a la conductividad medida a lo largo de 
un sólo MWCNT, y está en el rango de los valores obtenidos para composites de nanotubos 
densamente empaquetados,43,44 señal de la efectividad en las interconexiones entre nanotubos a 
lo largo de la estructura macroporosa. 
Contenido en MWCNTs (% peso)                 Gravedad          Conductividad                 
en la suspensión          en el scaffold               específica                 (S·cm-1) 
2 66 4,0 x 10-2 0,17 
4 80 5,7 x 10-2 0,77 
6 85 8,0 x 10-2 1,4 
8 89 9,4 x 10-2 2,5 
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8.2.2. Deposición de nanopartículas de Pt sobre MWCNTs 
El estudio de los scaffolds de MWCNTs como ánodos en pilas de metanol precisa de la 
incorporación de un catalizador en su estructura. El electrocatalizador más activo en procesos 
de oxidación de alcoholes es el platino,45 por lo que se prepararon MWCNTs decorados con 
nanopartículas de Pt (Pt-MWCNTs) con el fin de construir después nuevos scaffolds con el 
catalizador incorporado en su estructura (Pt-MWCNT/CHI). 
Recientemente, varios grupos de investigación han estado estudiando distintos modos de 
depositar nanopartículas de Pt y Pt/Ru sobre la superficie de nanotubos de carbono y 
nanofibras de grafito con el fin de analizar su utilidad como ánodos en pilas de metanol.46-52 
Entre los diversos materiales de carbón decorados con nanopartículas de Pt que se han probado 
como electrodos en este tipo de pilas, los DWCNTs y MWCNTs han resultado ser los más 
eficaces en términos de actividad de la reacción de oxidación del metanol. Esta eficacia se 
atribuye a su estructura característica, que combina una alta conductividad eléctrica y una gran 
área superficial, por encima de las de los substratos de carbono normalmente utilizados.53,54 
De entre las diversas estrategias posibles, un método sencillo y eficaz en la preparación de 
nanotubos decorados con nanopartículas de Pt es el llamado método de los polioles.55-57,  Este 
método se basa en la reducción de sales metálicas precursoras de las nanopartículas mediante la 
descomposición térmica de compuestos polialcohólicos. La fórmula química general de estos 
compuestos es: CnH2n+O2n. Se escogió este método porque permitía sintetizar eficazmente 
mayores cantidades de nanotubos decorados, ya que eran necesarios al menos 100 mg de Pt-
MWCNTs para la preparación de los scaffolds. Se descartaron los métodos de deposición de 
nanopartículas estudiados en el capítulo 4 debido a que en estos se trabajó con cantidades 
aproximadas de 100 µg de MWCNTs, y los resultados preliminares mostraron que el escalado 
en estos procesos no conducía a deposiciones eficaces.  
 Los Pt-MWCNTs se prepararon calentando a reflujo una dispersión de MWCNTs en 
etilenglicol, a la cual se había añadido una sal de platino (H2PtCl6·H2O) con una relación en 
peso Pt/C del 15%. Los grupos –OH del etilenglicol interaccionan con la sal de Pt oxidándose a 
aldehídos, éstos no son estables y se oxidan fácilmente a ácidos, glicólico y oxálico, que pueden 
seguir oxidándose hasta CO2 (Esquema 8.1). Los electrones donados en estas oxidaciones 
reducen la sal de Pt para formar las nanopartículas.58 
       
Esquema 8.1. 
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El Pt es un excelente catalizador a la hora de abstraer protones de los átomos de carbono. 
Por lo tanto, una vez que comienza a aparecer Pt0 en el medio de reacción, la oxidación del 
etilenglicol también podría tener lugar por una vía alternativa, o paralela (Esquema 8.2). 
Posteriormente el CO que queda adsorbido sobre el Pt se oxidaría a CO2.58 
 
Esquema 8.2.                                       
 
En la Figura 8.7 se muestran las micrografías de TEM de los MWCNTs decorados con 
nanopartículas de Pt. Las nanopartículas de Pt, de un tamaño alrededor de los 5 nm quedaron 
uniformemente distribuidas sobre la superficie de los MWCNTs. 
 
   
 
Figura 8.7. Micrografías de TEM de MWCNTs decorados con nanopartículas de Pt (Pt-MWCNTs). 
 
El patrón de difracción de rayos X de los nanotubos decorados (Figura 8.8) mostró las 
reflexiones características de la estructura cúbica centrada en las caras (fcc) de las 
nanopartículas de Pt (a 40; 46,5; 67,5 y 82º), además de los picos correspondientes a los CNTs: 
el pico centrado en 26,5º característico del grafito, y otros picos debidos al entramado de las 
láminas de grafeno (44,5º y 54,3º).53-60 
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Figura 8.8.  Difractograma de los MWCNTs decorados con nanopartículas de Pt. 
 
OH
OH +2 COads 6H
+Pt
+ 6e
-
=
         Capítulo 8. Scaffolds de MWCNT/CHI como electrodos en pilas de combustible microbiano.    
 
169 
A partir de este patrón de difracción también se puede obtener información sobre el 
tamaño de las nanopartículas mediante la ecuación de Scherrer. Introduciendo el ancho a 
media altura del pico de difracción a 67,5 º de las nanopartículas de Pt (índice 220) en dicha 
ecuación se calculó el tamaño medio de las nanopartículas, cuyo valor fue de aproximadamente 
5 nm, en concordancia con lo observado anteriormente mediante microscopía electrónica de 
transmisión.  
8.2.3. Preparación del electrodo 3D de Pt-MWCNT/CHI. 
Una vez obtenidos los nanotubos decorados con Pt, se empleó la metodología ISISA para 
preparar nuevos scaffolds 3D con el catalizador incorporado en su estructura (Pt-
MWCNT/CHI). 
Teniendo en cuenta que los mejores valores de conductividad se habían obtenido para los 
scaffolds construidos a partir de suspensiones al 8% en peso en nanotubos (Figura 8.6), los 
electrodos 3D se prepararon a partir de suspensiones con esta concentración de Pt-MWCNTs. 
La estructura interna de los scaffolds obtenidos (Pt-MWCNT(89)/CHI) resulto idéntica a la 
de aquellos construidos con la misma cantidad de nanotubos sin decorar (Figura 8.6). El 
contenido de nanopartículas de Pt en estos monolitos se determinó mediante espectroscopía 
XEDS (Figura 8.9), resultando en un 10% en peso aproximadamente.  
En la Figura 8.9 se muestra una micrografía de TEM de los nanotubos obtenidos tras moler 
uno de estos scaffolds de Pt-MWCNT/CHI. En ella se puede observar cómo las nanopartículas 
de Pt permanecieron adheridas a las paredes de los MWCNTs tras el proceso de formación de 
los scaffolds (Figura 8.9.). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8.9. Micrografía de TEM de polvo de Pt-
MWCNTs(89)/CHI obtenido a partir de un scaffold 
finamente molido. La tabla muestra la relación de 
porcentajes de Pt y C en un scaffold de 
Pt/MWCNT(89)/CHI. Estos datos se obtuvieron 
mediante XEDS. 
 
La conductividad de estas estructuras de Pt/MWCNT(89)/CHI alcanzó un valor de 2,5 S·cm-1, 
idéntico al obtenido para los monolitos preparados con la misma cantidad de nanotubos 
purificados (Figura 8.6). Éste era el resultado esperado, ya que las nanopartículas de Pt no están 
formando un continuo sobre la superficie de los nanotubos. 
Elmt        Spect.     Element     Sigma    Atomic         
         Type            %             %           %     
C  (K)          ED          89,12        0,12       99,25   
Pt (M)         ED          10,88        0,12        0,75   
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8.2.4. Propiedades electro-catalíticas de los Pt-MWCNTs. 
Antes de estudiar las propiedades electroquímicas de las estructuras 3D de Pt-
MWCNT/CHI, se comprobó la actividad catalítica de las nanotubos decorados con 
nanopartículas de Pt en un electrodo de 2D, es decir, utilizando Pt-MWCNT en forma de 
polvo y adherido en forma de lámina fina sobre la barra de grafito que actua como colector. 
Las propiedades catalíticas de los electrodos se 
estudiaron mediante experimentos de voltametría 
cíclica (CV). Para llevar a cabo estos análisis se 
utilizó un potenciostato/galvanostato y una celda 
convencional de tres electrodos: El electrodo de 
trabajo, con la muestra a estudiar adherida a una 
barra de grafito colectora de corriente, un electrodo 
saturado de calomelanos (SCE) como electrodo de 
referencia, y una lámina de Pt de gran área como 
contra-electrodo. Las CVs se realizaron a 25 ºC  y en            Figura 8.10. Esquema de la celda de CV 
atmósfera inerte de N2  (Figura 8.10).                                                                                                                                                                                 
En estos experimentos los electrodos de trabajo se prepararon adhiriendo una fina capa de 
Pt-MWCNTs (≈0,6 mg en forma de polvo) sobre un extremo de la barra cilíndrica de grafito. 
En primer lugar se comprobó si estos electrodos eran capaces de catalizar la ruptura de la 
molécula de hidrógeno. Con este fin se realizaron CVs entre un rango de potenciales de -0,4 a 
0,4, a 5 mV/s, y utilizando una disolución de H2SO4 0,1 M como electrolito (sección 3.6.4). El 
voltagrama obtenido (Figura 8.11, a) mostró la aparición de un pico anódico de intensidad de 
corriente a bajo potencial (- 0,2 V), asignado a la desorción del hidrógeno por las 
nanopartículas de Pt depositadas sobre la superficie de los MWCNTs (1).61 (Figura 8.11.a). 
 
2Pt + H2  2 Pt-Hads 
Hads  H+ + e-  
                                        
A continuación se comprobó la eficiencia de estos electrodos en la oxidación de metanol, 
por lo que se repitieron los experimentos de CV, pero esta vez entre -0,4 y 1,5 V y empleando 
como electrolito una disolución de H2SO4 0,1 M y MeOH 0,25 M. Éste es el montaje de una 
semipila de metanol. Esta vez, además del pico de desorción del H2, se obtuvieron dos nuevos 
picos anódicos en el voltagrama (Figura 8.11.b). En el barrido directo se originó un prominente 
pico (centrado en 0,8 V) correspondiente a la electro-oxidación del metanol61,62 (2, se destaca en 
negrita la reacción global), y a cuyo valor de intensidad máxima llamaremos If.   
 
 
(1) 
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Pt + CH3OH   Pt-COads + 4H+ + 4e- 
 
Pt + CH3OH  Pt-CH2-OH + Pt-Hads 
Pt-CH2OH  Pt2CH-OH + Pt-Hads 
Pt2C-OH  Pt3C-OH + Pt-Hads 
Pt3C-OH  Pt-CO + Pt-Hads  
 
En el barrido inverso, se observó la aparición de un pico asimétrico, aproximadamente a 
0,65 V. Este pico es provocado por la eliminación de las especies de carbono adsorbidas sobre la 
superficie del Pt, producto de una oxidación incompleta del metanol (3). Para celdas operando 
a temperatura ambiente, el aumento de la corriente de re-oxidación ha sido atribuido a la débil 
adsortividad del OH sobre Pt, que favorece su rápida desorción.45,63 Denominamos Ib al valor de 
intensidad máxima de este pico. 
 
Pt-COads + H2O   CO2 + 2H+ + 2e- 
 
Pt + H2O  Pt-OHads + H+ + e-                                                               
Pt-CO + Pt-OHads  Pt-COOH 
Pt-COOH + Pt-OHads  CO2 + H2O  
 
Resultando la reacción global de oxidación de metanol  (4)  
 
Pt + CH3OH +H2O   CO2 + 6H+ + 6e-                                  
Se realizó un blanco para las medidas de CV utilizando como control negativo un electrodo 
con MWCNTs purificados (sección 3.2.1.1), pero sin decorar con NPs de Pt, adheridos a la 
barra de grafito. Como era de esperar, no se produjo ninguna señal en el voltagrama (Figura 
8.11.c), confirmando que los picos de intensidad de corriente obtenidos en los voltagramas 
anteriores eran debidos a la actividad catalítica de las nanopartículas de Pt depositadas sobre los 
nanotubos, y no a cualquier otro elemento presente en el medio. 
 
  
 
Figura 8.11. Curvas de voltametría cíclica obtenidas utilizando como electrodos muestras de MWCNTs 
decorados con Pt (A y B) y de un blanco llevado a cabo con MWCNTs sin decorar (C), utilizando como 
electrolito: H2SO4 0,1 M (A) y H2SO4 0,1 M y MeOH 0,25 M (B y C). Las curvas representadas se 
obtuvieron a una velocidad de barrido de 5 mV/s y después de completar 10 ciclos para asegurar una 
medida estable. Los valores están normalizados respecto a la superficie de contacto con la barra de grafito. 
(2) 
(3) 
(4) 
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8.2.5. Propiedades electro-catalíticas de los electrodos 3D de Pt-MWCNT/CHI. 
Demostrada la actividad catalítica de los nanotubos decorados, el siguiente paso fue estudiar 
la respuesta de los scaffolds de Pt-MWCNT/CHI. De esta forma se pretendía comprobar la 
accesibilidad de las nanopartículas de Pt dentro de la estructura 3D macroporosa. 
En primer lugar se preparó un nuevo electrodo de trabajo adhiriendo un pequeño 
fragmento cilíndrico de un scaffold de Pt-MWCNT/CHI (2 mg) sobre uno de los extremos de 
una barra de grafito, y entonces, se repitieron los experimentos de CV empleando este 
electrodo 3D. Al igual que se había hecho anteriormente para los Pt-MWCNTs, se comprobó la 
actividad de este electrodo 3D tanto en la desorción del H2 (Figura 8.12.a y b) como en la 
oxidación del MeOH (Figura 8.12.b), empleando como electrolito, respectivamente, una 
disolución de H2SO4  0,1 M, y otra de H2SO4 0,1 M y MeOH 0,25 M. En esta ocasión también se 
realizó un control negativo para las medidas de CV, empleando esta segunda disolución como 
electrolito, pero con un scaffold de MWCNT(89)/CHI (sin Pt) como electrodo de trabajo. Este 
voltagrama se muestra en la Figura 8.12.c. En él se pueden apreciar dos pequeños picos entre 
0,4 y 0,6 V que no se aprecieron en la Figura 8.11.c, bien debidos a que la mayor masa de CNTs 
permite observar la oxidación y reducción de los grupos funcionales oxigenados generados en 
la superficie de estos durante su tratamiento de purificación (sección 3.2.1.1), o bien debido a 
los grupos hidroxilo presentes en el quitosano, que en el caso anterior no estaba presente.  
 
 
Figura 8.12. Voltagramas obtenidos con un monolito de 2 mg de Pt-MWCNT(89)/CHI en H2SO4  0,01 M 
(A), y H2SO4 0,01 M y MeOH 0,025 M (B) y para un blanco realizado con un scaffold MWCNT(89)/CHI 
de 4,5 mg en H2SO4/MeOH (C). Las curvas representadas se obtuvieron a una velocidad de barrido de 5 
mV/s y después de completar 10 ciclos para asegurar una medida estable. Los valores están normalizados 
por superficie de contacto con la barra colectora de corriente. 
 
Como puede apreciarse, los voltagramas obtenidos con el electrodo 3D Pt-
MWCNT(89)/CHI mostraron los mismos picos de desorción de H2 (≈ -0,2 V, Figura 8.12.a y b) 
y oxidación de MeOH (≈ 0,8 V, Figura 8.12.b) que los observados anteriormente para el 
electrodo 2D de Pt-MWCNTs (Figura 8.11. a y b). El valor de intensidad máxima para el pico 
de oxidación de metanol obtenido para el scaffold superó al valor obtenido anteriormente para 
el electrodo de 2D (55 y 45 mA/cm2, respectivamente), apuntando las ventajas de su estructura 
3D.  
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8.2.5.1. Influencia del tamaño del electrodo  
Según lo observado en el apartado anterior, parece que la estructura interna de 
microcanales está permitiendo el transporte molecular de combustibles y productos a través del 
scaffold. Con el fin de confirmar este hecho se llevaron a cabo nuevos experimentos de CV 
estudiando el comportamiento de los scaffold de Pt/MWCNT(89)/CHI en la semipila de 
metanol al aumentar su tamaño. Se prepararon nuevos electrodos de trabajo adhiriendo 
monolitos cilíndricos con diversas alturas sobre las barras de grafito colectoras de corriente. El 
área de contacto entre la barra colectora y el scaffold fue el mismo en todos los casos, ya que el 
diámetro de los monolitos se mantuvo constante en 0,45 cm. En la Figura 8.13 se muestra una 
fotografía de uno de los electrodos de trabajo, un monolito de 9,3 mg de peso adherido al 
extremo de una barra de grafito.  
 
      
         
                                                                
Figura 8.13. Arriba: Curvas de CV obtenidas usando electrodos de Pt-MWCNT/CHI con distintas masas 
(y alturas). Los voltagramas están normalizados respecto a la superficie de sección transversal (B) y a la 
masa de Pt (A). Abajo: Gráfica que representa los valores de intensidad máxima de corriente (If)  en estos 
voltagramas frente a la masa del electrodo (C). Fotografía de uno de los electrodos de Pt-MWCNT/CHI, 
de 9,3 mg de peso. 
 
En las curvas de voltametría cíclica obtenidas se observó cómo la intensidad de corriente 
iba aumentando con la masa del scaffold. Normalizando los datos de densidad de corriente con 
respecto a la cantidad de Pt que contenían los monolitos en cada caso, un 10% de la masa del 
scaffold, el valor máximo de intensidad de corriente en el pico anódico directo resultó 
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aproximadamente el mismo para todos los electrodos (Figura 8.13.a). Este valor permanecía 
alrededor de 35 mA/mg Pt, el mismo valor obtenido para en experimentos 2D descritos 
anteriormente para Pt/MWCNT y en buena consonancia con los datos publicados por otros 
autores para nanopartículas de Pt con un tamaño de 5 nm.54 Este comportamiento indicó que el 
sistema estaba utilizando todo el Pt distribuido a lo largo de la estructura interna del electrodo 
de Pt-MWCNT(89)/CHI, aprovechando así su carácter 3D gracias a su arquitectura de canales 
interconectados.  
Cuando se normalizó el valor de intensidad de corriente respecto de la superficie de 
contacto entre el monolito y la barra colectora se observó cómo los valores de intensidad 
máxima del pico de oxidación de MeOH (If) aumentaban con el tamaño del electrodo,  
alcanzando un valor de 242 mA/cm2 para el monolito de mayor tamaño (Figura 8.13.b). Estos 
elevados valores de intensidad obtenidos son la respuesta a la gran superficie reactiva que 
proporciona la arquitectura 3D macroporosa de estos scaffolds  (Figura 8.13.b y c). 
  Como puede apreciarse en la Figura 8.13, el pico de de oxidación de metanol se desplazaba 
hacia potenciales más altos al incrementar el tamaño de los scaffolds. Una posible explicación 
de este desplazamiento sería el aumento de la resistencia ohmnica en los electrodos de mayor 
tamaño, aunque deben realizarse nuevos estudios para confirmar este hecho. 
8.2.5.2. Envenenamiento del catalizador 
La relación entre las intensidades de corriente máximas de los picos anódicos directo e 
inverso (If/Ib) da una idea de la tolerancia del catalizador a la acumulación de compuestos de 
carbono subproductos de la oxidación del metanol.64 La relación encontrada 
experimentalmente para el scaffold de 2 mg fue de 0,87 (Figura 8.12.b), del mismo orden  que 
el valor que se obtuvo para el electrodo de polvo en 2D, de 0,75  (Figura 8.11.b).  
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Figura 8.14. Gráfica que representa la razón If/Ib frente a la masa de los scaffolds Pt/MWCNT(89)/CHI 
utilizados como electrodos. Los datos se tomaron de los voltagramas obtenidos a una velocidad de barrido 
de 5 mV/s. La tabla muestra los valores If/Ib obtenidos realizando voltametrías cíclicas a distintas 
velocidades de barrido (5, 10, 15 y 20 mV/s) con un monolito 3D de 3,7 mg. 
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En la Figura 8.14 se muestra un gráfico con los valores de If/Ib para monolitos con distintos 
tamaños. Se observó un incremento de la relación If/Ib con el aumento de masa de los 
monolitos. El valor más elevado, alcanzado por el scaffold de mayor tamaño que se estudió (de 
9,3 mg de peso y 7,5 mm de altura) fue de 2,13, en el rango de los datos publicados para 
catalizadores que utilizan un sistema de nanopartículas bimetálicas de Pt/Ru para evitar el 
envenenamiento del Pt.64 
Parece que los bajos valores de envenenamiento obtenidos se deben a la funcionalización 
con grupos hidroxilo en los defectos de la red de carbono de las paredes de los MWCNTs 
durante el tratamiento de purificación con ácido nítrico que reciben antes de ser decorados con 
Pt y de ensamblarse en la estructura tridimensional. Así, las nanopartículas de Pt envenenadas 
con CO podrían estar regenerándose al reaccionar este Pt-CO superficial con las especies 
oxigenadas presentes en las paredes de los MWCNTs, colaborando en la eliminación de las 
especies intermedias en la oxidación del metanol que quedan adsorbidas sobre la superficie del 
Pt (3).  
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8.3. COLONIZACIÓN DE LOS SCAFFOLDs DE MWCNTs. 
Como se ha comentado anteriormente, las características que requiere un electrodo para 
mejorar el rendimiento de una pila de combustible microbiana, son una amplia superficie de 
contacto y una composición que ayude a mantener la actividad de las bacterias. Una vez 
comprobada la capacidad de los scaffolds de MWCNT/CHI para ser empleados como electrodos 
en pilas de metanol, restaba demostrar la biocompatibilidad del scaffold frente a las bacterias E. 
coli-K12 y buscar la estrategia adecuada para la colonización de estos sistemas con el fin de ser 
utilizados como ánodos en pilas de combustible microbiana.  
En estos experimentos se trabajó con una cepa de E. coli K12 modificada genéticamente 
para expresar una proteína fluorescente (GFP, green fluorescent protein) en presencia de un 
inductor (DCPK, diciclopropilcetona) (sección 3.1.3). De este modo se pudo estudiar la 
colonización de la estructura interna de los monolitos mediante microscopía de fluorescencia 
confocal.  
Este trabajo se realizó con la colaboración del grupo de investigación del Dr. Fernando Rojo 
(Investigación de Regulación del Metabolismo de Hidrocarburos en Bacterias), del  
Departamento de Biotecnología Bacteriana del Centro Nacional de Biotecnología (CNB-CSIC). 
8.3.1  Ensayos de viabilidad bacteriana. 
Anteriormente ya se comentó la controversia que existe actualmente respecto a la 
citotoxicidad o no de los CNTs. Además, en este punto también hay que señalar que algunos 
quitosanos de bajo peso molecular pueden exhibir propiedades bactericidas en disolución,65 y 
aunque el quitosano se encuentra en menor proporción en el scaffold, debíamos estudiar si su 
presencia podría actuar en detrimento del crecimiento y proliferación de los microorganismos. 
Por este motivo, antes de comenzar con los experimentos de colonización de las estructuras 
3D, se comprobó la citotoxicidad de los componentes del scaffold para el cultivo bacteriano a 
estudiar, tanto de los MWCNTs como del quitosano. 
Con este propósito, se llevaron a cabo ensayos de inhibición de crecimiento para la cepa 
bacteriana E. coli K12,  en placas de agar sólido y en medio de cultivo líquido. Como control 
positivo se utilizaron scaffolds de un polímero no bactericida como es el PVA, en los cuales ya 
se ha estudiado el crecimiento bacteriano.66 Como control negativo, se utilizaron scaffolds de 
PVA con cristales de un antibiótico (ciprofloxacino) incorporados en su estructura (PVA/CFX), 
de forma que la liberación del antibiótico  inhibe  el crecimiento de E. coli K12.67 
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8.3.1.1. Ensayos de viabilidad bacteriana en placa.  
Estos ensayos se llevaron a cabo depositando pequeñas cantidades de MWCNTs purificados, 
de quitosano liofilizado, de polvo de un scaffold de MWCNT(85)/CHI molido y de ambos 
controles (PVA y PVA/CFX) sobre varias placas con medio LB solidificado con agar y 
sembradas con E. coli. Estas placas se incubaron durante 24 horas a 37 ºC y entonces se 
comprobó el crecimiento del cultivo bacteriano sobre ellas. En la Figura 8.15 se muestra una 
fotografía de estos cultivos. Excepto para el control negativo (PVA/CFX), donde era visible un 
halo de inhibición del crecimiento alrededor de la muestra con antibiótico, el resto de cultivos 
crecieron uniformemente sobre la superficie de las placas sin mostrar ninguna señal de 
inhibición debida a los materiales depositados sobre ellas. 
 
  
 
Figura 8.15. Cultivos bacterianos en placas, de izquierda a derecha, con el scaffold de MWCNT/CHI 
finamente molido, quitosano, MWCNTs, y además PVA/CFX y PVA como controles negativo y positivo, 
respectivamente, depositados sobre el medio solidificado con agar. Tan sólo se observó halo de inhibición 
de crecimiento en el control negativo con  antibiótico.  
8.3.1.2. Ensayos de viabilidad bacteriana en medio líquido. 
A continuación se llevaron a cabo nuevos ensayos de citotoxicidad, esta vez en medio de 
cultivo líquido M9. Con este fin se sumergieron monolitos tanto de MWCNT(85)/CHI como de 
ambos controles PVA (positivo) y PVA/CFX (negativo) en distintos matraces con medio de 
cultivo inoculado con E. coli K12 y se incubaron durante 24 horas (a 37 ºC y con agitación 
orbital constante). En la Figura 8.16 se muestra una fotografía de estos cultivos, donde la 
turbidez del medio es indicativa del crecimiento bacteriano. La densidad óptica de una dilución 
x 10 de la suspensión bacteriana crecida en presencia del scaffold de MWCNT/CHI fue de  
0,24, en el orden del valor obtenido en el caso del scaffold de PVA  (D.O. ≈ 0,27). En cambio, 
en el matraz que contenía el scaffold de PVA/ciprofloxacino no se observó turbidez en el 
medio tras el período de incubación, ya que la liberación del antibiótico había inhibido 
totalmente el crecimiento bacteriano. Estos resultados corroboraron los obtenidos 
anteriormente en medio de agar sólido, indicando la compatibilidad de los scaffolds de 
MWCNT/CHI para el crecimiento de esta cepa bacteriana.  
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A la vista de estos resultados, el siguiente paso fue estudiar la capacidad de estas estructuras 
de MWCNT/CHI para la inmovilización y proliferación de cultivos bacterianos.  
 
   
 
Figura 8.16. Medios de cultivo inoculados con E. coli tras 24 horas de incubación en presencia de scaffolds 
de MWCNT(85)/CHI y de los controles de PVA (positivo) y de PVA/CFX (negativo). Se puede observar la 
turbidez del medio debido al crecimiento bacteriano excepto para el control negativo, donde el 
antibiótico impidió la proliferación de la cepa.    
8.3.2. Colonización desde el exterior hacia el interior del scaffold. 
La primera estrategia empleada para conseguir la colonización de los scaffolds de 
MWCNT/CHI fue mediante su inmersión en un medio de cultivo inoculado con E. coli. Tras 
24 horas de incubación se recogieron estos monolitos de los medios de cultivo y se observaron 
en el microscopio confocal, donde se apreció el crecimiento del cultivo únicamente sobre las 
capas más externas de los scaffolds (Figura 8.17). 
En la Figura 8.17 se muestra una serie de micrografías de fluorescencia confocal de estos 
monolitos cultivados, empezando por la superficie exterior del scaffold y profundizando hacia 
el interior de la estructura. En ellas se puede apreciar cómo las bacterias habían colonizado las 
zonas más externas del monolito, pero apenas se habían internado en la estructura 
tridimensional, alcanzando tan sólo unos 24 µm de profundidad. A partir de estas imágenes se 
calculó la población bacteriana por unidad de superficie de scaffold a distintas profundidades. 
La mayor densidad de cultivo se obtuvo a 4 µm de profundidad, con aproximadamente 39000 
bacterias/mm2, pero a partir de ahí empezó a decrecer la población bacteriana hasta 
prácticamente desaparecer a los 30 µm. 
Como ya se comentó en el capítulo 7 en relación a cultivos celulares realizados sobre 
soportes macroporosos 3D, la colonización total de este tipo de estructuras no se produce de 
forma espontánea por inmersión en medio de cultivo.68-70 Aunque el entramado macroporoso 
facilita el acceso del oxigeno y los nutrientes disueltos en el medio al interior del scaffold, el 
consumo de éstos por los microorganismos que se establecen inicialmente sobre la superficie 
exterior de la estructura dificulta su difusión hacia el interior del monolito. Esto impide que la 
colonización profundice más allá de unas pocas capas de bacterias hacia el interior del 
scaffold.71 
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Figura 8.17. Arriba: Esquema representativo de la preparación de los scaffolds y la inmovilización de las 
bacterias en la zona exterior de su estructura incubándolo sumergido en una suspensión bacteriana en 
medio de cultivo. Abajo: Izquierda: Las micrografías SEM muestran la morfología del monolito en un 
corte longitudinal (arriba) y otra transversal (abajo). Fotografía de un scaffold con una flecha indicando el 
ángulo de visión en el microscopio confocal. Derecha: Serie de micrografías de fluorescencia confocal del 
scaffold tras el periodo de incubación. El foco fue profundizando desde la superficie exterior a 2, 4, 8, 12, 
16, 24 y 32 µm hacia el interior. 
 
Un hecho positivo es que comparando las imágenes de fluorescencia del cultivo bacteriano 
con la estructura interna de un corte longitudinal de un monolito de MWCNT/CHI, se observa 
cómo la disposición de las bacterias en el scaffold parece reproducir su estructura de canales 
alineados, lo que indica que el cultivo estaba formando un biofilm sobre la superficie del 
soporte 3D (Figura 8.17). 
8.3.3 Colonización desde el interior hacia el exterior del scaffold. 
Una vez comprobado cómo la colonización de estas estructuras desde el exterior sólo ocurre 
en las capas más externas, se planeó un proceso en sentido inverso, buscando una colonización 
desde el interior de la estructura hacia el exterior, introduciendo las bacterias in situ durante el 
proceso de preparación del scaffold. De este modo el cultivo crece en el sentido en que la 
concentración de nutrientes aumenta. 
 En un primer intento, se dispersó el inóculo bacteriano directamente en la suspensión de 
nanotubos y quitosano. Esta mezcla se recogió en jeringuillas de insulina, que se congelaron 
por inmersión en nitrógeno líquido (a 5,9 mm/min) y se liofilizaron. La biocompatibilidad del 
24 h 
 
37 ºC 
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proceso se evaluó sumergiendo los scaffolds resultantes en medio de cultivo líquido M9 
suplementado con glucosa. Transcurridas 24 horas de incubación no se observó turbidez en el 
medio, indicando la ausencia de bacterias viables tras el proceso criogénico. Este hecho indicó 
que era necesario emplear algún método de crioprotección para que las bacterias sobrevivieran 
al proceso de formación de los scaffolds. 
8.3.3.1. Crioprotección de los cultivos. 
Es sabido que durante el proceso de congelación de estructuras celulares sus membranas 
pueden resultar dañadas.72 El daño provocado es debido a la formación de hielo, y su naturaleza  
(p.ej. intra o extracelular) depende de la velocidad de congelado. Así, la formación de hielo 
extracelular, que ocurre a velocidades de congelado lentas (por debajo de 8 ºC/min), supone un 
aumento de la presión osmótica del medio que rodea la célula. Esto causa la deshidratación de 
las células y su encogimiento, con la consiguiente ruptura de la membrana, pues su estructura 
de bicapa lipídica no puede ser mantenida en estas condiciones. Si, por el contrario, la 
velocidad de congelado es más rápida que la velocidad de deshidratación celular, el contenido 
intracelular se congela y el volumen aumenta rompiéndose la membrana de la célula73 (la 
densidad del hielo hexagonal es de 0,917 g/l). La formación de hielo amorfo podría limitar tal 
efecto, pero son necesarias velocidades de congelado de 106 ºC/s, imposibles de desarrollar con 
nuestro equipo experimental.74 En nuestro caso, la velocidad de congelado es aproximadamente 
17 ºC/min, lo que supone que el daño ocurre principalmente por formación de hielo 
intracelular. Para reducir el daño celular durante el proceso de congelado del scaffold es 
necesario el uso de agentes crioprotectores.75 Los crioprotectores crean un ambiente de elevada 
viscosidad alrededor de la célula, de esta forma el agua tiende a formar hielo amorfo, más que 
cristalino, aún a velocidades de congelado muy por debajo de 106 ºC/s, lo que ayuda a preservar 
la integridad de la membrana celular durante el proceso de congelado. 
8.3.3.2. Inclusión del material biológico en microesferas de alginato con glucosa. 
Se estudió un sistema de crioprotección inmovilizando el inóculo bacteriano en 
microesferas de alginato de calcio76 con glucosa en lugar de suspenderlo directamente en la 
suspensión de nanotubos (sección 3.7.4.2). De esta forma se incrementa la viscosidad del medio 
que rodea las bacterias durante el proceso criogénico de formación de los scaffolds. 
El alginato es un polisacárido natural compuesto por unidades de ácido manurónico (M) y 
ácido gulurónico (G) (Figura 8.18). 
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Figura 8.18. Estructura del polisacárido alginato.  
 
Cuando el alginato está unido a iones monovalentes, como el sodio, la cadena polimérica se 
encuentra en forma lineal, y es soluble en agua. Pero en presencia de iones divalentes, como el 
calcio, pasa a formar un gel, donde las cadenas de alginato se disponen en una estructura 
conocida como "caja de huevos" debido a la formación de quelatos entre el alginato y los iones 
divalentes. En esta estructura, los iones de calcio se sitúan como puentes entre los grupos 
carboxilo con carga negativa de las cadenas G formando un gel químico. Las zonas de las 
cadenas de alginato formadas mayoritariamente por unidades de ácido gulurónico pueden 
considerarse como zonas de unión entre cadenas, mientras que las que contienen mayor 
proporción de ácido manurónico son preferentemente las zonas de interacción con el medio 
acuoso.  
Para llevar a cabo la inmovilización del inóculo bacteriano en microesferas de alginato en 
primer lugar se preparó una suspensión de E. coli en una disolución de medio de cultivo M9 
con alginato de sodio y glucosa (como agente crioprotector). Esta suspensión se goteó sobre una 
disolución de CaCl2 empleando una jeringuilla con una aguja. El contacto de estas gotas con los 
iones de calcio presentes en la disolución provocaba la gelificación del alginato, dando lugar a 
la formación de microesferas. El tamaño de estas microesferas podía controlarse variando el 
diámetro de la aguja con la que se goteaba la suspensión (Figura 8.19). 
 
 
 
  
                                                         
 
 
 
 
 
Figura 8.19. Esquema del proceso de gelificación del alginato en presencia de iones de Ca2+ (izquierda). 
Estructura “caja de huevos” de los quelatos formados entre el ión divalente y las unidades de ácido 
gulurónico del alginato (Centro). Esquema del proceso de inclusión de las bacterias E. coli en las 
microesferas mediante goteo de una solución de alginato de sodio con glucosa y el inóculo microbiano 
sobre una solución de CaCl2 (derecha).  
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Con el fin de optimizar este sistema de crioprotección, se desarrollaron diversos estudios 
para determinar la concentración óptima de glucosa en las microesferas de alginato, analizando 
el comportamiento de microesferas de alginato con el mismo porcentaje de inóculo bacteriano, 
pero con diferentes concentraciones de glucosa (0, 10, 20 y 30% P/V). Estas microesferas se 
sometieron a un proceso de congelado y liofilizado, y a continuación se rehidrataron en una 
disolución que contenía citrato sódico y el inductor DCPK. El citrato actúa como agente 
quelante atrapando los iones de calcio que mantenían como gel al alginato, de esta forma se 
provoca la disolución de las microesferas y se liberan las bacterias en el medio. La disolución se 
mantuvo a 4 ºC para evitar el crecimiento bacteriano durante el proceso de rehidratación. La 
eficiencia del sistema crioprotector se comprobó midiendo la fluorescencia emitida por las 
bacterias contenidas en 20 microesferas de alginato. En presencia del inductor DCPK las 
bacterias supervivientes expresan la proteína verde fluorescente (GFP), por lo que los valores 
de intensidad de fluorescencia obtenidos indicaron la cantidad de bacterias viables tras el 
proceso criogénico. Atendiendo a estos valores, mostrados en la Figura 8.20, se observó que el 
alginato por sí mismo ya ejercía cierto papel crioprotector. Estos datos también revelaron cómo 
la presencia de glucosa mejoraba la viabilidad del cultivo, hasta alcanzar una concentración del 
20% a partir de la cual comenzaba a decrecer de nuevo. De esta forma se determinó la 
concentración óptima de glucosa como agente crioprotector en las microesferas de alginato en 
un 20%.  
 
                                            
 
Figura 8.20. Espectros de  fluorescencia de los inóculos bacterianos inmovilizados en microesferas de 
alginato con diferentes porcentajes de glucosa una vez liofilizadas, rehidratadas y disueltas en una 
solución de citrato sódico. La cepa bacteriana de E. coli K-12 usada en este trabajo fue genéticamente 
modificada para expresar una proteína fluorescente (GFP, green fluorescent protein) en presencia de un 
inductor. La intensidad de fluorescencia emitida a 510 nm (luz verde) se corresponde con la cantidad de 
bacterias en las microesferas, ya que sólo éstas están expresando la GFP. Se muestra una la imagen de 
microscopía fluorescente confocal de una microesferas de alginato con un 20% de glucosa. 
 
500 550 600
0
150
300
450
600
750
F
lu
o
re
s
c
e
n
c
ia
 (
u
.a
.)
Longitud de onda (nm)
 30wt.%
 20wt.%
 10wt.%
 sin glucosa
 
20 µm 
         Capítulo 8. Scaffolds de MWCNT/CHI como electrodos en pilas de combustible microbiano.    
 
183 
8.3.3.3.  Scaffolds de MWCNT/CHI con microesferas  
En esta ocasión, en lugar de dispersar el inóculo bacteriano directamente en la suspensión 
de MWCNTs y quitosano se empleó el sistema de protección anteriormente optimizado. En 
primer lugar se inmovilizaron las bacterias en microesferas de alginato de calcio y glucosa al 
20% (P/V) tal y como se ha descrito en la sección anterior. Entonces se sumergían 20 de estas 
microesferas por cada mililitro de suspensión de nanotubos (6% P/V) y quitosano (1% P/V) 
contenido en jeringuillas de insulina, y se congelaron empleando la metodología ISISA. La 
densidad de las microesferas de alginato viene determinada por su contenido de calcio, de 
manera que igualandola a la del medio utilizado como solvente, podemos obtener suspensiones 
relativamente estables. De esta forma las microesferas quedan homogéneamente distribuidas en 
la suspensión de nanotubos y quitosano y, por tanto, uniformemente repartidas a lo largo de la 
macroestructura 3D tras el proceso criogénico (Figura 8.21). Con el fin de comprobar la 
viabilidad bacteriana tras el proceso ISISA se sumergieron estos scaffolds conteniendo las 
microesferas en una disolución de citrato de sodio en medio de cultivo M9, y se incubaron 
durante 24 horas. Como ya se ha comentado anteriormente, el citrato actúa como agente 
quelante para los iones de Ca2+, provocando la disolución de las microesferas de alginato y 
permitiendo la dispersión de las bacterias. Transcurrido el período de incubación se observó 
turbidez en el medio de cultivo, señal de que el inóculo bacteriano había proliferado desde el 
interior del scaffold hacia el medio de cultivo.  
 
 
 
                                          
 
 
Figura 8.21. Arriba; Esquema representativo de la preparación de los scaffolds incorporando las bacterias 
in situ inmovilizadas en microesferas de alginato, y su crecimiento desde el interior hacia el exterior tras 
la incubación del scaffold sumergido en medio de cultivo conteniendo citrato de sodio para provocar la 
disolución de las microesferas. Abajo; Microesferas de alginato, de ≈1 mm de diámetro (a). Sección 
longitudinal de un monolito MWCNT/CHI con las microesferas incluidas en su estructura 3D (b). 
Micrografía SEM de un corte longitudinal del monolito con el hueco dejado por una microesfera en su 
estructura 3D (c). Fotografía mostrando el enturbiamiento del medio de cultivo tras sumergir en él un 
monolito con el inóculo bacteriano inmovilizado en las microesferas e incubarlo durante 24 h a 37 ºC (d).  
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8.3.3.4. Medidas de viabilidad celular.  
Una forma de obtener información cuantitativa del crecimiento bacteriano en el interior 
del soporte tridimensional es monitorizando la caída de impedancia (en porcentaje) que se 
produce en una solución de KOH cuando ésta se carbonata con el CO2 procedente del 
metabolismo de un cultivo microbiano. Así, mayores caídas de impedancia se corresponden 
con una mejor proliferación bacteriana.77  
En nuestro caso, se empleó esta técnica con el fin de evaluar la eficacia del sistema de 
crioprotección. Se tomaron medidas de caída de impedancia debida a la proliferación de tres 
cultivos: (1) de bacterias presentes en las microesferas de alginato incluidas en un scaffold de 
MWCNT/CHI, (2) de bacterias en medio de cultivo M9 (como control positivo), y (3) de 
bacterias procedentes de un scaffold de MWCNT/CHI preparado añadiendo el inóculo 
directamente en la suspensión de nanotubos, sin ningún tipo de crioprotección (como control 
negativo). El inóculo bacteriano incluido en los scaffolds fue igual al suspendido directamente 
en medio de cultivo.  
Estos experimentos se llevaron a cabo con la colaboración del Dr. Fernando Catalina, del 
Instituto de Ciencia y Tecnología de Polímeros de Madrid. (CSIC). En la Figura 8.22 se muestra 
un esquema del procedimiento empleado para monitorizar el crecimiento microbiano. 
 
 
                                                     
 
Figura 8.22. Esquema del montaje para las medidas de viabilidad celular. El gráfico muestra medidas de 
impedancia indirecta vs tiempo de incubación (a 37 ºC) de una suspensión  bacteriana de E. coli en medio 
de cultivo M9 (rombos marrones), de la colonización del medio por bacterias procedentes de las 
microesferas de alginato incluidas en el scaffold de MWCNT/CHI (triángulos naranjas), y  de la 
colonización del medio por bacterias incluidas en el scaffold de MWCNT/CHI sin ningún tipo de 
crioprotección (círculos verdes, experimento descrito en la sección 8.3.3). 
 
En la Figura 8.22 se muestra un gráfico comparando las medidas de caída de impedancia 
con el tiempo de incubación para los tres cultivos. En este gráfico se puede observar cómo la 
caída de la impedancia debida a la proliferación de las bacterias presentes en el interior de la 
estructura 3D resultó considerablemente más lenta que la debida al crecimiento del cultivo 
microbiano en medio M9. En el caso del scaffold preparado inoculando las bacterias 
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directamente en la suspensión de nanotubos, sin ningún tipo de crioprotección,  no se observó 
ninguna variación en la impedancia de la disolución de potasa, de acuerdo con la ausencia de 
turbidez observada en los experimentos descritos al inicio de la sección 8.3.3. 
Estos resultados pusieron de manifiesto que el sistema de crioprotección, a pesar de haber 
mejorado la viabilidad del inóculo, no era suficiente para que la mayoría de las bacterias 
superaran el proceso criogénico. 
Como complemento a las medidas de impedancia, se estudió la colonización de la estructura 
interna de los scaffolds empleando microesferas de alginato inoculadas con E. coli mediante 
microscopía de fluorescencia confocal. En la Figura 8.23 se muestran dos de las micrografías 
obtenidas de estos scaffolds tras la disolución de las microesferas, antes y después de 24 horas 
de incubación. En ellas se puede apreciar cómo en este caso la población bacteriana se había 
distribuido uniformemente por toda la estructura interna del scaffold, aunque tan sólo alcanzó 
una densidad de 3000 bacterias/mm2, mucho menor que los 39000 bacterias/mm2 observadas 
anteriormente en las zonas periféricas de los monolitos que se habían cultivado sumergidos en 
una suspensión bacteriana (ver sección 8.3.2). 
 
 
 
Figura 8.23. Micrografías de fluorescencia confocal de un corte interior del monolito inoculado con E. 
coli empleando microesferas de alginato como sistema de crioprotección, antes (e) y después de la 
incubación (f). La flecha en la fotografía del scaffold indica el ángulo de visión utilizado en el microscopio 
confocal (e). En ambos casos se enfocó la estructura de MWCNT/CHI en zonas alejadas de los huecos 
anteriormente ocupados por las microesferas de alginato. Las bacterias visibles en la imagen (f) 
corresponden a las bacterias cultivadas a partir de una pequeña fracción liberada desde las microesferas. 
 
Estas imágenes confirman los resultados obtenidos en los experimentos de impedancia 
indirecta demostrando que la utilización de microesferas de alginato con glucosa mejoró 
notablemente la viabilidad de las bacterias con respecto a cuando no se utilizaron agentes 
crioprotectores, permitendo colonizar la estructura interna del scaffold en su totalidad. No 
obstante, el número de bacterias viables despues de las etapas de congelado y liofilizado75 no 
era suficiente como para preparar una pila de combustible eficiente. 
 
0 h 24 h 
              Estructuras tridimensionales de MWCNTs con aplicaciones en Biomedicina y en Bioingeniería. 186 
8.3.4. Colonización en flujo.  
Hasta ahora se ha visto cómo a pesar de que el tamaño de poro de los scaffolds, entre 10 y 
20 µm, supera ampliamente el de las bacterias (≈ 2 µm de longitud y 1 µm de grosor), la 
colonización de la estructura 3D es, en el mejor de los casos, parcial. Así, en el caso de la 
difusión de bacterias de forma espontánea desde un medio de cultivo a través de un scaffold 
preformado, solo se coloniza una pequeña zona periférica de la estructura 3D del scaffold, 
mientras que la inmobilización de las bacterias durante el proceso de preparación del scaffold 
reduce dramáticamente la viabilidad de estas aún a pesar de la utilización de esferas de 
microesferas de alginato y glucosa. En este último caso, los huecos que quedan en la estructura 
interna de los scaffolds tras la disolución de las microesferas de alginato van, además, a 
empeorar las propiedades mecánicas y conductoras de los scaffolds.   
Con el fin de evitar todos estos problemas, se propuso un sistema de colonización en flujo 
bombeando el cultivo bacteriano a través de la estructura de canales longitudinales del scaffold, 
tal y como se muestra en la Figura 8.24. 
En una primera aproximación, se intentó preparar los scaffolds utilizando tubos de grafito 
huecos, en vez de jeringuillas de insulina, como recipientes donde realizar el proceso de 
congelación. Los moldes de grafito fueron tratados mediante reflujo en ácido nítrico 
concentrado con el fin de mejorar la adhesion de los scaffolds a la pared interior de los tubos de 
grafito. La Figura 8.24 muestra una micrografía de una sección perpendicular a la dirección de 
congelado de uno de estos scaffolds de MWCNT(89)/CHI. Sin embargo, la elevada masa de los 
tubos de grafito propició un acusado efecto Leidenfrost (ver sección 6.3.1) de manera que la 
estructura del scaffold era tipo radial (Figura 8.24).  
 
   
 
Figura 8.24.  Izquierda: Montaje experimental de una pila de combustible microbiano en flujo empleando 
una bomba peristáltica, se indica la posición del scaffold. Fotografías del tubo de grafito antes y después 
de construir el scaffold en su interior. Las micrografías de SEM muestran la estructura interna de una 
sección transversal del scaffold de MWCNT/CHI construido in situ en el tubo de grafito  
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A la hora de llevar a cabo la colonización en flujo de los scaffolds, éstos eran infiltraron a 
vacío con agua destilada antes de ser conectados al sistema de bombeo. De este modo se evitaba 
que la presión del flujo los expulsara de los moldes de grafito en los que habían sido confinados. 
Una vez empapados, se conectaron en paralelo dos de estos monolitos a las dos líneas de flujo 
que proporciona la bomba peristáltica, y se hizo pasar a través de ellos una suspensión 
bacteriana de E. coli en medio de cultivo (≈ 106 bacterias/ml), al cual se había añadido el 
inductor de la GFP. A continuación se estudió la distribución del inóculo bacteriano en el 
interior de uno de los scaffolds mediante microscopía de fluorescencia confocal. El otro se dejó 
incubar en condiciones anaerobias durante 24 horas antes de ser observado. Comparando 
ambos resultados se pudo evaluar el crecimiento y proliferación del cultivo dentro de la 
estructura 3D. 
Las micrografías que se muestran en la Figura 8.25  corresponden a secciones internas de 
dos fragmentos del primero de los monolitos, en el cual no se había permitido el crecimiento 
del cultivo. Estas imágenes son el resultado de la suma de una serie de micrografías obtenidas 
enfocando a distintas profundidades de las secciones del scaffold, una transversal (Figura 
8.25.T) y otra longitudinal (Figura 8.25.L) a la dirección de los microcanales. En ellas se puede 
observar cómo los microorganismos se habían distribuido por la estructura interna del scaffold. 
En la micrografía 8.25.T, incluso se puede intuir el diseño radial de los canales del scaffold en 
el dibujo de distribución de las bacterias.  
 
                                                                                            
 
Figura 8.25. Micrografías de fluorescencia confocal de dos secciones internas de un scaffold de 
MWCNT/CHI, una transversal (T) y otra longitudinal (L), tras haber pasado un flujo de 50 ml de un 
cultivo bacteriano a través él. Cada una de las imágenes es la suma de una serie de micrografías tomadas 
enfocando a distintas profundidades del scaffold 
 
El día siguiente se estudió el segundo scaffold inoculado, con el fin de analizar si había 
tenido lugar el crecimiento del cultivo en su interior durante el período de incubación. Se 
realizaron varios cortes a distintas alturas del scaffold, en paralelo y en perpendicular a la 
dirección del flujo, descubriendo secciones internas de su estructura 3D. En la Figura 8.26 se 
muestran algunas de las micrografías tomadas de estas secciones internas. La densidad de 
población del cultivo en cualquiera de las zonas observadas resultó notablemente mayor que en 
el monolito observado el día anterior, previo a la incubación (entre 9000 y 18000 
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bacterias/mm2 para el scaffold incubado frente a las 1100 bacterias/mm2 para el scaffold no 
incubado). 
 
    
        
 
Figura 8.26. Micrografías de fluorescencia confocal tomadas de cortes transversales (arriba) y 
longitudinales (abajo) del scaffold a distintas distancias en la dirección a través de la cual fluyó la 
suspensión bacteriana y tras haber sido incubado 24 h a 37 ºC en condiciones anaerobias. Cada una de las 
imágenes es la suma de una serie de micrografías tomadas enfocando a distintas profundidades del 
scaffold.  
8.4. PROTOTIPO PARA UNA PILA DE COMBUSTIBLE MICROBIANA. 
Una vez demostrada la validez de los scaffolds de MWCNT/CHI como electrodos 3D en 
pilas de metanol y la posibilidad de que la estructura 3D sea colonizada mayoritariamente por 
bacterias mediante un sistema de flujo, el siguiente objetivo fue la preparación de un prototipo 
de MFC basado en las premisas anteriores. No obstante, hay que mencionar que no se ha 
dispuesto de tiempo necesario para optimizar esta parte del trabajo por lo que los resultados 
que se describen son tan sólo datos preliminares, que tendrán que ser confirmados en 
experimentos posteriores.  
Como se ha comentado en la introducción de este capítulo, en varios trabajos 
recientemente publicados se ha demostrando la transferencia directa de corriente desde 
cultivos anaerobios de E. coli al electrodo, sin necesidad de incorporar un catalizador ni de 
añadir sustancias que medien la transferencia de electrones desde las bacterias al electrodo.26-
30,32 Estos trabajos describen cómo, exponiendo las bacterias a un cierto potencial, estas se 
“activan” y comienzan a segregar mediadores para poder ceder los electrones generados en su 
metabolismo. A tenor de estos hechos, se estudió el comportamiento de los scaffolds de 
MWCNT(89)/CHI como ánodos en la MFC, sin la necesidad de incorporar NPs de Pt en su 
estructura.                                              
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Teniendo en cuenta la morfología del electrodo, cuando el scaffold está dentro de los tubos 
de grafito, las líneas de corriente sólo salen desde su extremo final, ya que el resto de su 
superficie externa está rodeada por el tubo conductor de grafito. Para salvar este problema se 
realizó una pequeña modificación en el diseño del electrodo. En lugar de emplear scaffolds 
construidos en el interior de los tubos de grafito se utilizaron scaffolds preparados en 
jeringuillas de insulina y adheridos posteriormente a uno de los extremos de dichos tubos. De 
este modo la mayor parte de su superficie exterior está en contacto con la disolución de 
electrolito. Ahora las líneas de corriente también pueden salir desde esta superficie cilíndrica, 
lo que permite un mejor aprovechamiento de la estructura 3D del electrodo. 
El prototipo de MFC consistía en un dispositivo de dos compartimentos de unos 200 ml de 
capacidad, uno para el ánodo y otro para el cátodo, separados por una membrana de nafión. La 
Figura 8.27 muestra un esquema del diseño de la celda, la cual se introdujo en un baño 
termostático y se mantuvo a una temperatura de 37ºC durante todo el experimento.     
                                                                                                                   
    
 
Figura 8.27. Izquierda: Esquema del prototipo de la pila de combustible microbiano en flujo, y 
fotografía del montaje experimental. 
 
Como cátodo se utilizó una lámina de platino, y como catolito una disolución de 
ferricianuro potásico en tampón fosfato. El scaffold de MWCNT(89)/CHI (4,5 mm de diámetro 
y 8 mm de altura) adherido a un tubo de grafito se colocó en el compartimento reservado para 
el ánodo, que contenía 200 ml de una disolución de tampón fosfato con glucosa (55 mM). 
Entonces se hizo recircular a través del scaffold una suspensión de bacterias (500 ml, 107 
bacterias/ml) en una  disolución de tampón fosfato con glucosa desde un reservorio a 37 ºC y en 
atmósfera de N2. Se observó cómo la suspensión bacteriana llegaba al compartimento del ánodo 
atravesando todo el scaffold y saliendo por su extremo. En la imagen de la Figura 8.28 se 
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muestra una fotografía del biofilm de bacterias adheridas al extremo del scaffold que se formó 
durante el bombeo del cultivo. 
Los electrodos se conectaron en serie a una caja de resistencia variable y a un multímetro 
conectado a un ordenador para la recogida de datos. En el cultivo electroquímico de las 
bacterias se introdujo una resistencia externa de 2 k entre el multímetro y se tomaron 
medidas de intensidad de corriente de la pila. Su valor inicial fue de  8 μA, del mismo orden al 
obtenido en un blanco realizado anteriormente bombeando una disolución de tampón fosfato y 
glucosa a través del scaffold, en ausencia de bacterias (5 μA). La colonización del scaffold 
provocó un aumento de la intensidad de corriente hasta 25 μA, valor que se mantuvo estable 
durante dos días. En este momento, se añadieron al cultivo 70 ml de medio mínimo M9 
(concentrado 10 veces) y glucosa, como fuente de nitrógeno y de otros elementos necesarios 
para activar el metabolismo de las bacterias. Como consecuencia de esta activación, la 
intensidad de corriente comenzó a aumentar progresivamente hasta alcanzar un valor máximo 
de 225 μA a los 4 días de haber añadido el medio M9. El gráfico de la Figura 8.28 representa la 
intensidad de corriente frente al tiempo, desde el momento en que se añadió el medio M9 a la 
suspensión bacteriana hasta el final del experimento. El pico de intensidad que aparece en este 
gráfico a las 3 horas tan sólo es un artefacto del sistema eléctrico, que no aporta información 
sobre la actividad de la MFC. A partir del dato de intensidad de corriente máxima, la 
resistencia interna de la pila (200 ) y el volumen del ánodo se calculó el valor de potencia 
eléctrica alcanzado por la pila, y se obtuvo un valor de 875 W/m3. Nuestro proximo 
experimento consistirá en suministrar nuevo medio mínimo M9 y glucosa cada vez que 
alcancemos un plato, con el objetivo de dilucidar cuantas veces puede promoverse la 
reactivación de las bacterias.  
 
                                                                                                                                                                                                                    
                                                                                   
Figura 8.28. Esquema que muestra el funcionamiento del electrodo 3D en la pila de combustible 
microbiana. Derecha: Fotografía del biofilm formado en el extremo del scaffold adherido al tubo de 
grafito al bombear a través de él un cultivo de E. coli. 
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Al igual que en otras ocasiones, la colonización del scaffold se estudió mediante microscopía 
de fluorescencia confocal. Las imágenes de fluorescencia mostraron la presencia de bacterias en 
cualquier zona de la estructura interna del monolito. En la Figura 8.29 se muestra una de las 
micrografías, obtenida de una sección interna del scaffold, perpendicular a la dirección del 
flujo del cultivo. La imagen (a) es una micrografía de fluorescencia que confirma la 
colonización bacteriana en el interior del scaffold. La imagen (b) es una micrografía de luz 
dispersa, no de fluorescencia. En ella se muestra la estructura del scaffold en la misma zona en 
la que se tomó la micrografía de fluorescencia anterior. Esta imagen permite apreciar la 
estructura de láminas paralelas del scaffold, señal de la preservación de su estructura interna 
tras el periodo de recirculación del cultivo. La tercera imagen (a+b) es una superposición de 
ambas micrografías. En este montaje se pone de manifiesto la  correlación entre la estructura 
porosa de canales del scaffold (en blanco) y la distribución del cultivo (en verde), que está 
formando un biofilm a lo largo de la estructura interna del scaffold. 
 
 
 
Figura 8.29. Superposición de imágenes de microscopía confocal mostrando el biofilm formado en la 
estructura interna de canales del scaffold  mediante un proceso de colonización en flujo y tras varios días 
de cultivo. 
 
Los resultados obtenidos son esperanzadores dado que, por un lado, hemos obtenido valores 
de potencia eléctrica en el rango de los mejores datos publicados hasta la fecha, algo que 
probablemente esta relacionado con la formación de un biofilm en toda la estructura 3D, y por 
otro, hemos confirmado que se produce la transferencia directa de electrones desde las 
bacterias E. coli a la estructura de MWCNTs, sin la necesidad de incorporar un catalizador o de 
añadir mediadores exógenos que puedan disminuir la biocompatibilidad del sistema. Como 
hemos comentado anteriormente, se trata sólo de resultados preliminares por lo que en la 
actualidad estamos realizando nuevos experimentos para confirmar estos datos e introduciendo 
modificaciones que permitan mejorarlos. 
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CONCLUSIONES 
 
1.- Se ha diseñado un proceso criogénico y biocompatible, denominado ISISA, para la 
preparación de scaffolds 3D de MWCNTs con una estructura porosa en forma de microcanales 
alineados, con alta conductividad y con capacidad de ser funcionalizados durante o después del 
proceso de preparación. 
 
2.- Los scaffolds de MWCNT/CHI se han utilizado con éxito en la regeneración de tejido 
óseo, gracias a su estructura jerárquica con organización en la escala nano y micrometrica, y 
gracias a su capacidad de ser funcionalizados con entidades, tanto biológicas como inorgánicas, 
que promueven la regeneración de los componentes habituales del tejido óseo. 
 
  3.- Los scaffolds de MWCNT/CHI ofrecen un tremendo potencial como electrodos tri-
dimensionales en pilas de combustible microbianas de transferencia directa gracias a su 
estructura 3D en forma de microcanales, a su conductividad y a su biocompatibilidad. Los 
estudios realizados en este tema de trabajo han demostrado que las bacterias pueden fluir a lo 
largo de la estructura de los scaffolds de MWCNT/CHI y formar un biofilm 3D, lo que ha 
permitido obtener potencias de hasta 875 W/m3 en una serie de experimentos preliminares. 
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ANEXO 1. TÉCNICAS DE CARACTERIZACIÓN.1, 2 
A1.1 MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA. 
La base de cualquier microscopio es transformar los objetos en imágenes amplificadas, por 
tanto se pueden considerar como un canal de comunicación entre el observador y  la muestra 
problema. Estos aparatos dan información “local” del espécimen, en comparación con otras 
técnicas que proporcionan medidas medias. Todo microscopio se puede descomponer en tres 
partes principales: sonda, interacción sonda-objeto y detección del producto de interacción. 
Teniendo en cuenta la sonda utilizada los principales tipos de microscopios son: el óptico, el 
electrónico y los llamados de campo cercano. Los microscopios electrónicos emplean 
electrones para obtener la imagen, tal y como el microscopio óptico emplea la luz visible.  La 
utilización de una longitud de onda menor implica un aumento de la resolución y de la 
profundidad de campo en los microscopios electrónicos. Con el fin de evitar la dispersión del 
haz de electrones en el gas, este haz viaja hacia la muestra a través de una columna de vacío. 
En microscopia electrónica, un haz de electrones de alta energía incide sobre la muestra  
provocando infinidad de procesos, esencialmente generación de electrones secundarios, 
electrones elásticos, rayos X y cátodo-luminiscencia. Un detector cuenta el número de 
partículas de un determinado tipo emitidas por cada uno de los puntos irradiados, 
traduciéndola en datos o  proyectando la imagen. La variedad de detectores con los que se 
pueden recoger las señales producidas al interaccionar dicho haz con los átomos de la muestra 
darán información sobre distintas características de dicha muestra. (Figura A1.1) 
 
                           
 
Figura A1.1. Radiaciones secundarias producidas por la interacción de los electrones incidentes con la 
muestra. La utilización de una u otra nos permite obtener distintas informaciones sobre la muestra3. 
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Entre los tipos de microscopios electrónicos disponibles se encuentran el de transmisión 
(TEM) y el de barrido (SEM). El SEM proporciona información sobre morfología y 
característica superficiales. La estructura interna se puede observar en el TEM. 
A1.1.1. Microscopía electrónica de barrido.  
En un microscopio electrónico de barrido, el 
haz de electrones generado por un filamento 
incandescente es acelerado por  una rejilla cercana 
polarizada positivamente. Este haz, en su viaje a 
través del vacío, tiende a separarse debido a las 
fuerzas de repulsión electrostáticas que actúan 
entre ellos. Un campo eléctrico, generado por unas 
placas, se encarga de focalizar el haz y condensarlo. 
Por último, en su camino hacia la muestra,  el haz 
es reflectado hacia un punto mediante bobinas 
electromagnéticas, de manera que estas permiten 
realizar un barrido por la zona a estudiar. (Figura A1.2).       Figura A1.2. Esquema de un SEM                                                        
                                                                                   
Una parte importante del haz electrónico pierde energía mediante la excitación de procesos 
inelásticos con los átomos del material, como la producción de electrones secundarios, que son 
los que se utilizan normalmente para la formación de la imagen, aunque también se pueda 
formar con cualquiera de los otros productos de la interacción. Así pues, una parte del haz de  
electrones incidente es absorbido por el material y la otra es expulsada como electrones 
secundarios y elásticos. De este balance se genera una corriente eléctrica a tierra que en 
algunos casos también puede utilizarse para generar la imagen.  
La imagen SEM se forma por barrido, desplazando el haz de electrones a través de la 
muestra mediante las bobinas deflectoras. Al incidir sobre cada punto produce un número de 
electrones secundarios, que permanecerá constante hasta que cambie la morfología o el 
material de la muestra. 
Las dos grandes ventajas del SEM son la profundidad de campo, por la cual las imágenes 
pueden enfocar a la vez superficies que se encuentran a diferentes alturas; y la elevada 
resolución. El aumento de resolución viene determinado esencialmente por el tamaño del haz 
de electrones y la extensión de la zona donde tiene lugar la interacción sonda-objeto, que a su 
vez dependen de otros factores como la energía del haz incidente. A mayor energía mayor 
penetración del haz en la muestra y mayor focalización del mismo. La mayor ampliación 
depende del barrido más que de las lentes. A menor área barrida, mayor ampliación.  
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Las muestras deben poder librarse de los electrones que les llegan, derivándolos a tierra, 
para evitar que la acumulación de carga distorsione la imagen. Los materiales aislantes se 
recubren con un agente conductor, carbón o metal, siendo el oro el más empleado.  
 
Esta técnica de caracterización se utilizó para estudiar la morfología de los scaffolds, 
observando secciones de muestras fragmentadas por criofractura. Las muestras se adherían 
sobre portamuestras  metálicos utilizando un pegamento conductor de grafito, y se metalizaban  
con oro, o con carbón según el caso, mediante un equipo de Sputtering Balzers, modelo SCD-
004 (250 segundos y a una diferencia de potencial entre 15 y 20 kV). Las micrografías de SEM 
mostradas en este trabajo fueron adquiridos en el Servicio de Microscopía del Centro de 
Ciencias Medioambientales de Madrid (CCMA-CSIC) en un equipo X-EDS/SEM Zeiss DSM-
950, a cargo de la Dra. Carmen Ascaso. Los análisis de energía dispersiva de rayos X (XEDS) 
también se realizaron en este equipo. 
A1.1.2.Cryo-Etch-SEM. 
Como técnica analítica, la microscopía electrónica de barrido con subenfriamiento y 
sublimación del hielo (Cryo-etch-SEM) no es muy empleada en ciencia de materiales, pero en 
biología esta técnica es muy común cuando se quiere estudiar la preservación de la integridad 
de las estructuras de diferentes sistemas hidratados. En nuestro caso, se empleó esta técnica 
para hacer una comparativa entre la morfología obtenida en la congelación in situ de las 
suspensiones acuosas de MWCNTs con diversos agentes dispersantes y la que se observa tras la 
congelación unidireccional y a velocidad constante de las mismas mediante el procedimiento 
ISISA.  
Para realizar estos experimentos se empleó un microscopio electrónico de barrido Zeiss 
DSM-960 Instrumento conectado a una crioestación (Oxford LTC 1500). Se depositaron 
pequeños volúmenes de las suspensiones acuosas de MWCNTs en los portamuestras, los cuales 
eran colocados en la crioestación, donde eran sumergidos directamente en nitrógeno 
subenfriado, congelándose a una velocidad de 104 ºC/s aproximadamente. Aunque para 
conseguir agua vítrea a partir de agua pura es necesaria una velocidad de congelado de 106 
ºC/s,4 la presencia de solutos impide la ordenación de las moléculas de agua para formar la red 
cristalina de hielo y permite la formación de hielo amorfo a menor velocidad de enfriado. A 
continuación las muestras se trasladaron a una primera cámara de preparación donde eran 
criofracturadas, e inmediatamente transferidas  a la cámara de observación del microscopio. Es 
aquí donde se efectúa la sublimación a vacío del hielo (etch), durante 2 minutos a -90ºC. En 
este proceso, y dependiendo de la concentración de soluto, puede provocarse la formación de 
hielo cristalino. Las muestras se colocaron de nuevo en la cámara de preparación para 
recubrirlas con oro (10 minutos a un voltaje de 10 mV, 5-10 nm de espesor), lo cual evita la 
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distorsión de las imágenes. Por último, las muestras ya metalizadas se colocaron de nuevo en la 
cámara de observación, que se mantuvo a una temperatura de -135 ºC, para ser estudiadas bajo 
las siguientes condiciones: 15 kV de potencial de aceleración, 15-16 mm de distancia de trabajo 
y entre 5- 10 nA de corriente de sonda. 
A1.1.3. Microscopía electrónica de barrido ambiental. 
Este microscopio utiliza dos innovaciones para poder operar, a diferencia del SEM 
convencional, en modo bajo vacío,  y en modo "húmedo". Por una parte el microscopio 
electrónico de barrido ambiental (ESEM) cuenta con dos pequeñas cámaras de vacío entre la 
cámara de la muestra, a bajo vacío, y la columna donde el haz de electrones es creado y 
enfocado, a alto vacío. El haz de electrones, por tanto, sólo se dispersa por las moléculas de gas 
a través de una distancia muy corta. La segunda innovación es el detector de electrones 
medioambiental. La cámara de la muestra se rellena con una pequeña cantidad de vapor de 
agua, a una presión entre 1-20 torr, de modo que la señal de electrones generada en la muestra 
ioniza este vapor, lo que es detectado por este detector. 
El modo de bajo vacío permite observar muestras no conductoras sin necesidad de realizar 
un recubrimiento conductor, y el modo húmedo permite el estudio de muestras hidratadas, 
como es el caso de los tejidos biológicos. 
En este trabajo se utilizó la microscopía electrónica de barrido ambiental para estudiar la 
morfología de los cultivos celulares, usando un microscopio Philips XL30ESEM.  
A1.1.4. Microscopía electrónica de transmisión.  
El microscopio de transmisión electrónica funciona 
esencialmente como un SEM, pero la señal que utilizamos 
para formar la imagen es la que proviene de los electrones 
transmitidos a través de la muestra. Puesto que la absorción 
electrónica por un medio es muy eficiente, los electrones 
transmitidos a través de la muestra son muy pocos. Por tanto 
para tener intensidad suficiente para formar una imagen es 
necesario que la energía del haz incidente sea muy alta y 
reducir al máximo el espesor de la muestra. 
El sistema óptico-electrónico del TEM está constituido   
por tres partes: cañón de electrones, sistema de lentes y                          
Figura A1.3. Esquema de un TEM5    pantalla fluorescente.  (Figura A1.3). 
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Estos componentes están ensamblados en una columna vertical que se encuentra en alto 
vacío. Los electrones son emitidos desde un filamento de W o LaB6 calentado por el paso de 
corriente, y acelerados al pasar a través de una gran diferencia de potencial (100-1000KeV).  El 
haz de alta energía emitido hacia la columna es focalizado mediante lentes condensadoras, que 
mejoran su coherencia antes de alcanzar la muestra. Esta debe ser lo suficientemente delgada 
como para ser transparente al haz de electrones, y representativa del material que se quiere 
estudiar. La lente objetivo, situada debajo y alrededor de la muestra, recoge y focaliza los haces 
dispersados al atravesar la muestra y forma la primera imagen intermedia. Esta es luego 
aumentada por una serie de lentes proyectoras para llegar a hacerse visible en una pantalla 
recubierta por una pintura fluoruros de Zn y Cd, que fluoresce al ser bombardeada por los 
electrones, generando una imagen.  
Existen diferentes modos de formación de la imagen en un microscopio de transmisión: si la 
imagen se forma a partir del haz 
transmitido, que no ha sufrido 
dispersión, entonces la imagen del objeto 
es oscura sobre un  fondo brillante. Si, 
por el contrario, se utilizan los electrones 
dispersados en este caso la imagen 
aparece brillante sobre un fondo oscuro. 
Por ello estas dos técnicas se denominan 
formación de imagen en campo claro y 
en campo oscuro respectivamente.                Figura A1.4. Modos de formación de la imagen de TEM5. 
 
Los microscopios de alta resolución son capaces de ampliar la imagen hasta 500.000 veces y 
tienen poderes de resolución de unas fracciones de nm .  
Con este microscopio se puede obtener un diagrama de 
difracción de la muestra (SAED, difracción de electrones en área 
seleccionada) lo que nos aporta información sobre la estructura 
cristalina de la misma. Esto es posible si hacemos incidir el haz 
de electrones sobre un cristal con un ángulo capaz de satisfacer 
la ley de Bragg para una determinada distancia entre planos 
atómicos dhkl. El diagrama de difracción está formado por los 
puntos de corte de los haces difractados y  transmitido con el 
plano de la pantalla. Representa, por tanto, la sección de la 
Figura A1.5. Esquema  de               recíproca del cristal en el plano normal al haz  de electrones.  
formación del patrón SAED5   
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La microscopía de transmisión electrónica se utilizó para estudiar la morfología de las 
nanopartículas y de los cristales de HAp y la deposición de las NPs sobre los MWCNTs. La 
preparación de las muestras se llevó a cabo depositando una gota de una dispersión muy diluida 
del espécimen a estudiar en acetona, etanol o agua, en función de las propiedades de cada 
muestra, sobre rejillas de Cu con un film polimérico y con un recubrimiento de carbono. Estas 
se dejaron secar hasta la completa eliminación del líquido dispersante. 
Las micrografías de TEM se adquirieron en un microscopio 200 KeV JEOL-2000 FXII 
perteneciente al Servicio de Microscopía Electrónica del  Instituto de Ciencia de Materiales de 
Madrid (ICMM- CSIC), a cargo de los Drs. Pilar Herrero y Ángel Landa.  
Las imágenes de microscopía electrónica de alta resolución se adquirieron en un equipo 
HRTEM, EOL300FEG del Servicio de Microscopía de la Universidad Complutense de Madrid.  
Los análisis de dispersión de electrones en área seleccionada (SAED) se realizaron en éste 
último equipo. Estos análisis se realizaron con el fin de estudiar la cristalinidad de las NPs de 
Au y de los cristales de HAp. 
A1.2. ESPECTROSCOPÍA DE DISPERSIÓN DE ENERGÍA DE RAYOS X.  
El microscopio electrónico puede irradiar de forma controlada un haz de electrones de alta 
energía sobre una zona determinada de la muestra. Estos electrones pueden ceder parte de su 
energía a la muestra, generando una serie de transiciones electrónicas en el material a estudiar, 
que dan lugar a un gran número de técnicas espectroscópicas. La espectroscopia de emisión de 
rayos X (XEDS) es una de ellas (Figura 10.1). 
Cuando el átomo excitado se relaja a su estado inicial transfiriendo un electrón desde un 
orbital exterior a una capa interior, da lugar a una emisión a rayos X. Cada elemento tiene un 
espectro de emisión característico, correspondiente a la diferencia de energía entre los dos 
niveles orbitales, por lo que proporciona un método de análisis elemental. La medida de la 
cantidad de rayos X emitidos por segundo permite realizar un análisis semicuantitativo.  
A1.3. MICROSCOPÍA DE FLUORESCENCIA CONFOCAL. 
Las moléculas fluorescentes absorben luz de una determinada longitud de onda excitando 
los e- de las capas más externas, estos e- pasan al estado vibracional de menor energía del estado 
excitado, de modo que cuando se relajan al estado fundamental emiten a menor longitud de 
onda.  
En las técnicas clásicas de observación en microscopia óptica, la luz interacciona con la 
muestra a varias profundidades por lo que la imagen que llega al observador presenta áreas 
borrosas debido a la luz procedente de zonas fuera del plano de enfoque, lo que produce una 
degradación en el contraste y resolución de la imagen.  
                                                                                                           Anexo 1. Técnicas de caracterización. 
 
209 
El principio de la microscopía Confocal se basa en eliminar la luz reflejada o fluorescente 
procedente de los planos fuera de foco. Para ello se ilumina una pequeña zona de la muestra y 
se toma el haz luminoso que proviene del plano focal, eliminándose los haces procedentes de 
los planos inferiores y superiores. 
Su diseño original se basaba en la presencia 
de dos diafragmas: uno situado entre la fuente 
de luz y el objetivo, y otro entre el objetivo y 
un fotomultiplicador (Figura A1.6). Ambos 
debían estar perfectamente alineados 
(confocalizados), de manera que el segundo de 
ellos no dejara pasar al fotomultiplicador toda 
la luz “fuera del plano focal”. La posibilidad de 
obtener “secciones ópticas” de la muestra,                                                                                                                                                                                                 
permite su estudio tridimensional.6                                
Figura A1.6. Esquema del fundamento de                                                                                                                                                                                                                                                            
la microscopía de fluorescencia confocal 
 
En esta memoria la microscopía de fluorescencia confocal se empleó para estudiar la 
colonización de la estructura interna de los scaffolds de MWCNT/CHI. Las micrografías de 
fluorescencia confocal se adquirieron en un microscopio Zeiss Axiovert 200 con un Radiance 
2100 (Bio-Rad) Laser Scanning System, en el Servicio de Microscopía Confocal del Centro 
Nacional de Biotecnología (CNB. CSIC). Estas micrografías se tomaron de secciones internas de 
los scaffolds inoculados con E. coli. Las imágenes que se muestran en esta memoria son una 
proyección, suma de varias micrografías tomadas a diferentes profundidades de foco. El cálculo 
de bacterias por milímetro cuadrado se obtuvo como media de las bacterias contadas en 4-5 
micrografías obtenidas a distintas profundidades de foco, y en distintas zonas de los scaffolds. 
A1.4. ESPECTROSCOPÍA DE ULTRAVIOLETA/VISIBLE.  
Cuando un material transparente es irradiado con una radiación electromagnética, parte de 
la energía es absorbida por los átomos y moléculas del material, que pasan de un estado 
fundamental a otro excitado, de mayor energía. Para que se produzca esa absorción, la energía 
de los fotones excitantes debe ser igual a la diferencia de energía entre ambos estados del 
material. Dado que parte de la energía de una frecuencia determinada se absorbe, la intensidad 
de la radiación disminuye, lo que sirve para la identificación y cuantificación de compuestos, 
ya que la absorbancia está relacionada linealmente con la concentración de la especie  
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Figura A1.7. Esquema de un espectrofotómetro de haz simple. 
 
Fotones de energía diferente provocan distintas transiciones energéticas. La radiación UV-
visible está en la región espectral comprendida entre 200-1000 nm, y debido a sus altas 
energías, producen transiciones electrónicas. En los espectros electrónicos puede haber 
contribuciones de movimientos vibracionales y rotacionales, que provocan el ensanchamiento 
de las bandas de absorción. 
Las características principales de una banda de absorción son: la posición del máximo de 
absorción, que corresponde a la longitud de onda responsable de la transición, y la intensidad 
de absorción, que depende de la diferencia de energía entre los dos estados y de la probabilidad 
de la transición. 
 
Los espectros de ultravioleta/visible (UV/Vis) realizados en esta memoria se obtuvieron en 
un espectrofotómetro Variant Cary 4000 perteneciente al Departamento de Propiedades 
Ópticas, Magnéticas y de Transporte del ICMM. 
A1.5. ESPECTROSCOPÍA DE INFRARROJO. 
 La frecuencia de las bandas de infrarrojo (IR) se deben a tránsitos de energía que 
involucran niveles vibracionales en un mismo nivel electrónico. A temperatura ambiente, las 
moléculas se encuentran normalmente en un estado vibracional fundamental y por absorción 
de energía electromagnética de longitud de onda adecuada, la molécula se excita a niveles de 
energía superiores. En el IR, la frecuencia de la radiación incidente coincida con el salto 
vibracional y lo que se detecta es la adsorción que tiene lugar cuando dicha radiación atraviesa 
la muestra.  
La absorción de la radiación en la región infrarroja es consecuencia de la excitación por 
deformaciones de enlace, ya sean de tensión o de flexión. La excitación de tensión implica 
cambios en la frecuencia de vibración de los átomos enlazados a lo largo del eje del enlace, 
mientras que la deformación por flexión implica movimientos de los átomos fuera del eje de 
enlace. Estas deformaciones se designan por υ y σ, respectivamente. Cuando la frecuencia de 
uno de estos movimientos, con cambio de momento bipolar, es aproximada o igual a la 
frecuencia de la radiación incidente se produce un fenómeno de resonancia con absorción de 
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energía por parte del compuesto. Consecuentemente, la presencia de ciertos grupos funcionales 
da lugar a una serie de bandas características del espectro IR. 
 
Los espectros de la transformada de Fourier de infrarrojo (FTIR) del los cristales de 
hidroxiapatita formados tras 4 y 12 horas de mineralización se llevaron a cabo en un equipo 
NICOLET 20 SXC FTIR perteneciente al en el Instituto de Materiales de Madrid, a cargo del 
Dr. Carlos Pecharromán. 
A1.6. ESPECTROSCOPÍA DE EMISIÓN ATÓMICA POR PLASMA 
ACOPLADO POR INDUCCIÓN. 
Las técnicas de análisis químico fundamental están basadas en la medida de la intensidad de 
la radiación correspondiente a transiciones electrónicas entre el estado fundamental y los 
estados excitados de los átomos. En la espectroscopía de emisión, los átomos se llevan 
previamente a un estado excitado y a continuación se mide la intensidad de la radiación 
emitida. La frecuencia característica de la energía de esta radiación corresponde a la transición 
desde el estado excitado al estado fundamental. 
En su aplicación espectroscópica se da el nombre de plasma a un gas parcialmente ionizado, 
eléctricamente neutro en su conjunto y confinado en un campo electromagnético. El plasma de 
acoplamiento inductivo (ICP) se obtiene por la acción de una corriente de alta frecuencia que 
genera un campo magnético oscilante hasta el que se lleva el gas que va a sustentar el plasma. 
Estos campos magnéticos provocan la aparición de iones y electrones que se mueven siguiendo 
trayectorias anulares acelerados por el efecto de alternancia de los campos magnéticos, 
produciéndose por efecto Joule una liberación de energía calorífica que permite alcanzar 
temperaturas de hasta 10000 K. Los átomos de la muestra absorben energía en el plasma 
pasando a un estado excitado desde el que vuelven a su estado fundamental liberando dicha 
energía en forma de radiación electromagnética característica e cada elemento presente.  
 
En este trabajo se realizaron análisis químicos de espectrometría de emisión atómica con 
plasma inductivo (ICP-AES) de las disoluciones de nanopartículas de Au, Pt y AuPt. Estos 
análisis se realizaron por en un espectrofotómetro Perkin Elmer modelo Optima 2100DV 
perteneciente al ICMM, a cargo de la Dr. Mª Dolores Serrano. 
Esta técnica de caracterización también se empleó con el fin de estudiar la evolución del 
calcio y el fósforo durante el proceso de mineralización asistida por urea. En este caso se utilizó 
un equipo  Iris Advantage modelo Thermo Jarrell Ash.  
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A1.7. FOTOEMISIÓN DE RAYOS X. 
Esta técnica experimental se basa en la posibilidad de arrancar electrones de los niveles 
profundos de un átomo por bombardeo de fotones. Al incidir un fotón es posible transferirle 
toda su energía a un electrón que deja la muestra y es detectado por un analizador. En la Figura 
10.10 se muestra un esquema de energía del proceso de fotoemisión inducida por rayos X 
(XPS). 
La energía con que se detectan los electrones puede ser interpretada como una huella 
digital de cada átomo que no sólo revela los elementos que componen la muestra, sino también 
el entorno químico de los mismos. 
 
 
              
 
KE : energía cinética del electrón detectado por el analizador. 
hv : energía del fotón que incide sobre la muestra.  
BE : energía de ligadura del electrón arrancado del átomo. 
Ф : función trabajo de la muestra. 
 
 
Figura A1.8. Esquema de energía del proceso de fotoemisión de rayos X.  
 
Los electrones tienen una gran probabilidad de sufrir colisiones inelásticas durante su 
recorrido por el sólido, haciendo que el recorrido libre medio de los electrones sea sólo de unas 
pocas capas atómicas, dependiendo de la energía de los electrones, y del material. Así pues, 
aunque la ionización se puede producir a distintas profundidades, sólo los electrones 
procedentes de regiones muy próximas a la superficie son capaces de escapar del sólido 
manteniendo su energía característica.  
Esta técnica de caracterización de superficies de utilizó analizar el estado de oxidación del 
oro en los composites CHI/Au. Se realizaron análisis de fotoemisión de rayos X (XPS) del polvo 
obtenido moliendo finamente un monolito CHI/Au (M2). Estos análisis se realizaron en el 
Servicio de Espectroscopía Fotoelectrónica de Rayos X del Instituto de Catálisis y Petroquímica 
de Madrid (ICP-CSIC). Se empleó un espectrómetro electrónico VG ESCALAB 200R equipado 
con un analizador de electrones hemisférico y una fuente de rayos X Al Kα (h·ν = 1486,6 eV, 1 
eV= 1.6302·10-19 J) 120 vatios. Las muestras molidas se depositaron en pocillos de acero 
inoxidable de 8 mm de diámetro montados en el portamuestras situado en la cámara de 
preparación y se desgasificaron durante 30 minutos antes de ser transferidas a la cámara de 
análisis. La presión base en la cámara de análisis se mantuvo por debajo de 4·10-9 mbar durante 
la adquisición de datos. La energía de paso del analizador se fijó a 50 eV. Las energías de 
ligadura se referenciaron a las del pico del carbono C1s a 284,9 eV. El procesado de datos se 
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realizó con el programa XPS Peak. El espectro fue ajustado considerando la convolución entre 
funciones Gaussiana /Lorentziana (90/10), después de restar el fondo tipo Shirley. Para calcular 
la proporción entre los elementos que componen la muestra se usó la relación entre áreas de los 
picos respectivos pesados por sus secciones eficaces (factores de sensibilidad proporcionados 
por el fabricante).  
A1.8. DIFRACCIÓN DE RAYOS X.  
Los materiales sólidos pueden ser cristalinos o amorfos. Los cristalinos presentan un 
ordenamiento periódico de sus átomos, iones o moléculas. Las técnicas de difracción de rayos X 
sirven para determinar la estructura microscópica detallada de un material. 
El fundamento del método radica en que la distancia entre los átomos, iones o moléculas 
empaquetados de forma regular en un cristal es del mismo orden de magnitud que la longitud 
de onda de los rayos X, por lo que de acuerdo con las leyes de la óptica, estos cristales pueden 
producir fenómenos de difracción. El cristal funciona como una rejilla de tres dimensiones. La 
imagen creada por difracción de rayos X es mucho más simple que la imagen creada por la luz 
visible, ya que la luz monocromática y el empaquetamiento del cristal dan una imagen formada 
sólo por puntos, que constituyen el patrón de difracción característico. 
Cuando un haz monocromático de Rayos X 
llega a un cristal con un ángulo de incidencia 
(θ), para que la radiación reflejada esté en fase 
y dé lugar a difracción, con interferencias 
constructivas y destructivas, es necesario que la 
diferencia de recorrido de dos rayos sea 
múltiplo de la longitud de onda (Figura 10.6)           Figura A1.9. Esquema de la ley de Bragg. 
 
Van Laue visualiza el cristal como un conjunto de objetos microscópicos idénticos situados 
en los puntos de una red de Bravais, cada punto de la red re-irradia la onda incidente en todas 
direcciones. El orden periódico de estos puntos permite que, para ciertas direcciones y 
longitudes de onda, se produzca interferencia constructiva o destructiva dando lugar a picos 
intensos y estrechos. 
Cualquier aparato de rayos X, con independencia de su diseño, consta de las siguientes 
partes principales: fuente de radiación X, dispositivos para seleccionar u orientar la radiación 
(colimadores), consola de control, soporte para la muestra, detector de radiación o transductor, 
procesador de la señal y dispositivo de lectura. (Figura 10.7) 
La misión de los detectores es la de medir la cantidad de radiación emergente. Los primeros 
equipos de rayos X utilizaban emulsiones fotográficas, sin embargo, los instrumentos modernos 
              Estructuras tridimensionales de MWCNTs con aplicaciones en Biomedicina y en Bioingeniería. 214 
están equipados con detectores que convierten la energía radiante en una señal eléctrica. Estos 
detectores operan normalmente como contadores de fotones.  
Cuando trabajamos con polvo cristalino, la muestra se 
muele hasta obtener un polvo fino y homogéneo. De esta 
forma, entre el enorme número de pequeños cristales, un          
número significativo de ellos estarán orientados en la 
dirección adecuada para obtener mayor definición. 
      Figura A1.10. Esquema de                
      un difractómetro de polvo              
 
En el caso de trabajar con nanopartículas cristalinas, se puede obtener el tamaño medio de 
dichas nanopartículas a partir de un difractograma, ya que el ancho de los picos a media altura 
disminuye al aumentar el tamaño de los cristales. La ecuación que da este valor es  la ecuación 
de Scherrer: dp = k λ/(B cosθ); donde dp es el diámetro de partícula, λ es la longitud de onda de 
la radiación, θ es el ángulo de difracción, k es la constante de Scherrer, que toma un valor 
medio de 0,9 y B es la anchura del pico a media altura, expresada en radianes. 
 
En este trabajo se realizaron análisis de difracción de Rayos X (XRD) de las nanopartículas 
de Au, Pt y AuPt,  de los Pt-MWCNTs  y de los cristales de HAp. Estos análisis se llevaron a 
cabo en un Difractómetro de polvo Bruker D8 Advance con radiación de CuKα (pulsos de 6 s, 
cada 0,05º) perteneciente a la unidad de apoyo de difracción de rayos X del Instituto de Ciencia 
de Materiales de Madrid (ICMM-CSIC) a cargo del Dr. Enrique Gutiérrez Puebla.  
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ANEXO 2. CARACTERIZACIÓN DEL QUITOSANO. 
Las propiedades del quitosano dependen de la especie de la que se haya extraído la quitina, 
la edad del animal, la época del año en que se haya recogido e incluso la región del planeta1. 
Las casas comerciales suelen proporcionar información del peso molecular promedio (Mω 
promedio) y del grado de desacetilación (GD). Sin embargo, es recomendable comprobar estos 
datos para conocer las condiciones iniciales sobre las que se comienzan a emplear los mismos y 
para determinar otras magnitudes que no se suministran con estos productos. La 
caracterización consistió en la determinación del GD, el Mω promedio, el grado de humedad y 
el contenido en cenizas. 
Estos experimentos se realizaron gracias a la colaboración de la Dra. Inmaculada Aranaz, 
del ICMM, CSIC. 
A2.1. ETERMINACIÓN DEL GRADO DE DESACETILACIÓN.  
La determinación del grado de desacetilación (GD) de las muestras de quitosano empleadas 
se realizó siguiendo el método espectrofotométrico de primera derivada UV-VIS propuesto por 
primera vez por Muzzarelli y cols en 1985.2 Se prepararon tres soluciones de ácido acético (0,01 
M, 0,02 M, y 0,03 M) y se registró el espectro ultravioleta –primera derivada (GBC UV/Visible 
920, GBC Scientific Equipment Pty. Ltd., Dandenong, Australia) utilizando agua como blanco. 
El punto de cruce entre los tres espectros, cerca de los 199 nm, se corresponde con el máximo 
de la N-glucosamina (NAG). Este hecho origina que la determinación de la NAG sea 
independiente de la concentración de ácido acético usualmente empleada en las soluciones 
diluidas de quitosano. A continuación, para obtener la curva de calibrado, se prepararon varias 
disoluciones de NAG (10, 20, 30 y 40 ppm) en ácido acético 0,01 M, y se registraron sus 
espectros UV-VIS primera derivada, entre 190 y 240 nm a una velocidad de barrido de 30 
nm/min, un tiempo de respuesta de 1 segundo y una escala de expansión de 0,5 nm. Después, 
se superpusieron todos los espectros, y a los valores de la primera derivada de absorbancia de 
los espectros de NAG se les restó el valor del punto de corte de los espectros del ácido acético. 
Con estos datos se construyó una recta de calibrado representando la concentración de NAG 
frente al valor de la diferencia calculado anteriormente. 
Una vez obtenida la curva de calibrado se prepararon las muestras de quitosano. Las 
muestras se secaron en estufa antes de su análisis para eliminar la humedad. 
Posteriormente, se disolvió el quitosano en ácido acético 0,01 M, en concentración de 1 
mg/ml y se registró el espectro UV-VIS de primera derivada a la longitud de onda (λ) obtenida 
para el punto de corte de las curvas del ácido acético. El valor de la diferencia obtenida de 
restar el valor de absorbancia obtenido de la muestra problema y la absorbancia en el punto de 
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corte de las curvas de acético, se sustituye en la recta de calibrado de modo que se obtiene la 
concentración de NAG en la muestra. El grado de acetilación (GA) (% de grupos acetilo que 
posee la muestra) se calcula mediante la fórmula: GA= [NAG] / [Quitosano] 
El GD se calcula por diferencia: GD=100−GA 
Este método, aunque menos preciso que otros como la espectroscopia de RMN, permite 
llevar a cabo mediciones simples y precisas usando espectrofotómetros comunes.1 Para los 
estudios realizados en esta memoria, la precisión que brinda este método (inferior a 10-3) es 
suficiente. 
A2.2. DETERMINACIÓN DEL PESO MOLECULAR MEDIO. 
Para la determinación de este parámetro, se prepararon disoluciones de quitosano a una 
concentración de 1 mg/ml. Para disolver la muestra de quitosano con intervalos de Mω entre 
0,9 y 11,4 x 105 Da se empleó una solución de ácido acético 0,1 M con una fuerza iónica de 0,2 
M de NaCl y pH 2,56 (solvente de Roberts). 
La medida de la viscosidad (η) se realizó a 25 ºC ± 0,1 ºC, empleando un viscosímetro capilar 
de tipo Ubbelohde (Schott-Geräte, Mainz, Alemania) dentro de un baño con termostato 
(Schott-Geräte, Mainz, Alemania) y acoplado a un cronómetro automático de precisión 
(ViscoClock, Schott-Geräte, Alemania). El viscosímetro se calibró midiendo la viscosidad 
cinemática del solvente por triplicado. A continuación se introdujeron 12 ml de la muestra 
problema y se midió su viscosidad cinemática. Se midieron un total de 6 diluciones de la 
muestra problema, que fueron preparadas añadiendo 1 ml de solvente dentro del mismo 
viscosímetro. Todas las diluciones se midieron por triplicado. 
La η fue calculada a partir de los datos de viscosidad cinemática con ayuda de las ecuaciones 
de Huggins, Kraemer y del punto crítico.3 
Con el valor de la η se calculó el Mω, a través de la ecuación de Mark- Houwink-Sakurada.4 
Los valores de las constantes empleadas para soluciones de quitosano en el solvente de Roberts 
1, 5 en esta ecuación fueron a= 0,93 y K= 1,81 x 10-3 cm3/g.  
A2.3. CONTENIDO EN CENIZAS. 
Para realizar la determinación del contenido en cenizas, se siguió el método estandarizado 
descrito en el documento F2103-01 publicado por la ASTM (American Society for Testing 
Materials).6 Se emplearon crisoles de porcelana vitrificada (modelo 79MF, W Haldenwanger 
Technische Keramik GmbH & Co, Waldkraiburg, Alemania), los cuales se trataron en un 
horno de mufla (Vulcan TM A-130, Vulcan Engineers Ltd., Sheffield, Inglaterra) a 650ºC entre 
6 y 8 horas. Una vez tarados, se añadió en éstos la muestra de quitosano, entre 1,5 y 2,0 g, 
registrándose su peso con una balanza (Precisa 40SM-200A, Precisa Gravimetrics AG, 
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Dietikon, Suiza), cuya precisión en el rango mencionado es de 1,0x10-5 g. Las muestras se 
incineraron en la misma mufla a 800 ºC durante un mínimo de 6 horas, se dejaron enfriar hasta 
100ºC, se trasladaron a un desecador (Wertex DIN 12491, Schott Glaswerke, Mainz, Alemania) 
con gel de sílice, se dejaron enfriar hasta temperatura ambiente y se pesaron nuevamente para 
registrar la pérdida de peso. Este proceso se realizó por triplicado para verificar repetitividad. 
De esta manera, el porcentaje de cenizas se determinó como la relación porcentual del peso 
anterior y posterior al proceso. 
%cenizas= (PC + mf)- PC x 100 / (PC + mi)- PC 
Donde Pc es el peso del crisol, mi, el peso inicial de la muestra, y mf el peso final de la 
muestra. 
A2.4. GRADO DE HUMEDAD. 
Para determinar la humedad de las muestras de quitosano, se siguió el método 
estandarizado descrito en el documento F2103-01 publicado por la ASTM (American Society 
for Testing Materials)6. Se utilizaron otros crisoles especiales (Schott Duran DIN 12336, Schott 
Glaswerke, Mainz, Alemania) para dicha aplicación. Éstos fueron tratados durante dos horas en 
una estufa de vacío (Vaciotem, J. P. Selecta S.A, Barcelona, España) a una temperatura de 105 
ºC y una presión de 0,9 bar. A partir de esas dos horas se fue controlando que el peso de los 
crisoles fuera constante. 
Una vez tarados los crisoles y a temperatura ambiente, se añadieron aproximadamente 350 
mg de muestra, pesados exactamente. 
Se desecaron las muestras a 105 ºC y 0,9 bar durante un mínimo de 2 horas. Las muestras se 
midieron por triplicado. Se calculó el grado de humedad de forma semejante al grado de 
cenizas. 
% humedad = (PC + mf)- PC · 100 / (PC + mi)- PC 
Donde PC es el peso del crisol, mi y mf el peso de la muestra inicial y final respectivamente. 
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ANEXO 3. ABREVIATURAS. 
 
UR                              Urea 
IL                                Líquido iónico 
MWCNTs-CHI          MWCNTs decorados con quitosano 
MWCNTs-UR           MWCNTs decorados con urea 
MWCNTs-IL             MWCNTs decorados con líquido iónico de urea y colina (2:1) 
ISISA                          Proceso de Autoensamblado Inducido por Segregación de Hielo (Ice        
                                    SegregationInduced Self-Assembly) 
3D                               Tridimensional 
4-AP                           4-aminofenol 
4-NP                           4-nitrofenol 
NPs                             Nanopartículas 
CHI                             Quitosano 
CNT                            Nanotubo de carbono 
SWCNT                      Nanotubo de carbono de pared simple 
DWCNT                     Nanotubo de carbono de pared doble 
MWCNT                    Nanotubo de carbono con múltiples paredes 
Pt-MWCNT               MWCNTs decorados con NPs de Pt 
MWCNT/CHI            Scaffold de MWCNTs y quitosano (1% P/V) 
Pt-MWCNT/CHI       Scaffold de MWCNTs Pt-MWCNTs y quitosano (1% P/V) 
HAp                            Hidroxiapatita 
HAp-MWCNT/CHI   Scaffold de MWCNT/CHI mineralizado con HAp 
MB                              Microesferas de alginato conteniendo un inóculo de E. coli (Microbial beads) 
GA                              Glutaraldehido 
MTT                            Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-dimetiltetrazolio 
ALP                             Alcalina fosfatasa 
DCPK                          Diciclopropilcetona 
GFP                             Proteína fluorescente verde  
PVA                            Polivinilalcohol 
PVA-CFX                   Scaffolds de PVA con cristales de ciprofloxacina incorporados en su  
                                     estructura 
PVC                            Policloruro de vinilo 
SCE                             Electrodo saturado de calomelanos 
CVD                           Deposición química en fase de vapor  
MFC                           Pila de combustible microbiano  
 
Técnicas analíticas 
TEM                          Microscopía electrónica de transmisión (Transmision electrón microscopy) 
HRTEM                    Microscopía electrónica de transmisión de alta resolución (High resolution                                             
                                  transmision electron microscopy) 
SEM                          Microscopía electrónica de barrido (Scanning electrón microscopy) 
ESEM                        Microscopía electrónica de barrido medioambiental 
IR                              Espectroscopía infrarroja (Infrared Spectroscopy) 
XRD                          Difracción de Rayos X (X-Ray Diffraction) 
UV-VIS                     Espectroscopía ultravioleta-visible (UV-VIS spectroscopy) 
SAED                        Difracción de electrones en área seleccionada  (Selected area electron  
                                  diffraction) 
XPS                           Espectroscopía de emisión de rayos X (XPS - X-ray photoelectron      
                                  spectroscopy)                                         
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XEDS                        Espectroscopia de dispersión de energía de rayos X. XEDS (X-ray energy- 
                                  dispersive spectroscopy) 
CV                            Voltametría cíclica (Cyclic voltametry) 
D.O. 600                   Densidad óptica a 600 nm 
ICP-AES                   Espectroscopía de emisión atómica con fuente de plasma acoplado    
                                  inductivamente (Inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy) 
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ANEXO 4.  PUBLICACIONES DERIVADAS DE ESTE 
TRABAJO. 
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